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جهت استفاده در و معرفي آن  BHK-21C5 لاين سلوليتعيين خصوصيات 
  هاي بيولوژيك   يد فرآوردهتول تشخيصي و ،يتحقيقاتمطالعات 

 

 
  24/2/99: پذيرش ؛ تاريخ 20/7/98 :مقاله دريافت تاريخ

و توليـد و فـرآوري داروهـا    مطالعـات تحقيقـاتي،    در هـاي سـلولي   لاين مطالعات متعددي براي استفاده از :و هدف زمينه
مطالعـه حاضـر بـه منظـور بررسـي       .و تشخيص سـميت و اثربخشـي مـواد صـورت گرفتـه اسـت      هاي بيولوژيك  فراورده

واكسن و و كنترل كيفيت عنوان يك بستر مناسب جهت استفاده در فرآيند توليد به  BHK-21 C5خصوصيات لاين سلولي 
   .انجام شده است تحقيقاتي و تشخيصي مطالعاتو ها  يا كشت ويروس

. شد كلون Limit dilution به روش  سلولبا تهيه بذر سلولي مناسب، توسعه اي  -در اين مطالعه كاربردي :ها مواد و روش
 مايكوپلاسـمايي و  قـارچي،  ،باكترياييهاي  آلودگي بررسيبراي  سترونيآزمايشات سلول،  رشد هاي بررسي ويژگيپس از 

، CHOهـاي سـلولي    لايـن  هاي مولكولار در كنـار  آزمايش از با استفادهسلول هويت هاي تعيين  آزمايش ومايكوباكتريومي 
LK، RBK ،MRC5 ، وVero  هاي ناخواسته،  همچنين بذر سلولي مادر از جهت وجود ويروس .شد انجامو كاريوتايپينگ
هاي  آزمايشمستقيم با استفاده از  در روش غير انكوباسيون و دورهدر طول  سلولياز طريق ايجاد ضايعات  روش مستقيم در

Heamadsorptionمورد سنجش قرار گرفتدار، تزريق به موش بالغ و شيرخوار  ، تزريق به تخم مرغ جنين.   
سـب  هـاي رشـد منا   دهد كه اين سلول داراي ويژگي بر روي لاين سلولي مذكور نشان ميهاي انجام شده  آزمايش :يافته ها
  .هاي كاريوتايپينگ و مولكولار تاييد شد همچنين هويت سلول با روش. باشد هاي متقاطع مي فاقد آلودگي بوده و
 توليـد و كنتـرل   دربـراي اسـتفاده    الزامـات لازم  دهد كه اين لاين سـلولي  هاي مختلف نشان مي آزمايشنتايج  :گيري نتيجه
  .باشد را دارا ميتحقيقاتي و همچنين مطالعات  هاي بيولوژيك فرآورده تيكيف
 

  ، تعيين خصوصيات، كاريوتايپينگ، واكسن، بذر سلولي مادرBHKلاين سلولي  :كلمات كليدي
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  مقدمه
اي  به طـور گسـترده   اخير قرن تكنولوژي كشت سلول، در طول

و بشري   ي بر جامعهژتاثير اين تكنولو كه افزايش يافته است بطوري
 كشـت  فرآينـد  1.بوده اسـت  قابل توجه آن بر علم بيولوژيت پيشرف

 لايـن  از يـا  اوليه كشت اصلي، بافت از جداشده هاي سلول پاساژ به
 شـيميايي  يـا  و مكانيكي آنزيمي، صورت به آن جداسازي كه سلولي
 مونـولاير  يك شكل به تواند مي كه گردد مي اطلاق ،گيرد مي صورت
ايـن  طـي   2.شـود  كشـت  نسيونسوسپا شكل به يا جامد سطح روي
بيـرون از محـيط    اي در ها تحـت شـرايط كنتـرل شـده     سلول دفراين

 معمـولا شـامل مـواد مغـذي ضـروري     كه  كنند داخلي بدن رشد مي
ــدرات( ــه، كربوهي ــا، اســيدهاي آمين ــامين ه ــواد معــدني ويت ــا، م ، )ه

محـيط   بـا تنظـيم   )CO2, O2( ها و گازهـا  رشد، هورمونفاكتورهاي 
هـاي آن     از كاربرد 3.باشد مي )، فشار اسمزي، دماpH(ييشيميا وكفيزي
توان به ارزيابي اثربخشي و يـا سـميت داروهـاي جديـد، توليـد       مي

هـاي   سـلول از كشـت  انواع كشـت   4.واكسن و بيوداروها اشاره كرد
 شـكل هـاي سـلولي پيوسـته     هاي ديپلوئيـد و لايـن   پرايمري، سلول

هـاي   طـور گسـترده در كشـت   هاي فيبروبلاستي به  سلول 2.دنگير مي
هاي سلولي پايدار و ترانسفورمه بـه كـار    پرايمري ناپايدار يا در لاين

ل مـد جهـت   يها به عنوان منابع فيبروبلاستاخيرا . گرفته شده است
شناخته شـده  مناسب هاي سلولي  سازي بيماري در طي برنامه ريزي

يـه  از كل 1961در سـال    BHK-21فيبروبلاسـتي  لاين سلولي 5.است
 روزهيـك  پنج همستر طلايي سوري به نام مزوكريستوس آرئوتوس 

هايي كـه آن   و ساير آزمايشگاه ATCCاين لاين سلولي از  6.جدا شد
اين  6.است تهيهقابل  ،كنند داري ميه صورت منحصر به فرد نگهرا ب

ازي هـاي كـاربردي جهـت آمـاده س ـ     ترين سلول از رايج ييكسلول 
وهشـي كـه توسـط    ژطي پ 7.استه اكسنبذرهاي ويروسي و توليد و

Perrin  انجام شد، از كشـت سوسپانسـيون   1995و همكاران در سال
BHK-21  ــراي تهيــه آزمايشــي واكســن هــاري اســتفاده كردنــد  8.ب
، موفق به توليد فاكتور رشد 1992و همكاران درسال  Birrlهمچنين 

  وسيلهفيبروبلاست بنيادي با استفاده از دستكاري اين لاين سلولي به 
انجـام ايـن مطالعـه بررسـي     ز هـدف ا  9.شـدند  pSV2/neoپلاسميد 

 توليـد و جهـت  موجـود در ايـران    BHKمتناسب بودن لاين سلولي 
   .باشد مي تشخيصي -تحقيقاتي مطالعات ن وكنترل كيفيت واكس

  ها مواد و روش
  ها كلون كردن سلول

از  BHK-21 C5 M007سـلول  كرايوتيـوپ حـاوي   پس از تهيه 
 Limit dilutionبه روش سلول  كلونينگ سلول موسسه رازي، بانك 

هـاي برتـر از    كلـون انجـام شـد و    اي خانه 96هاي  روي ميكروپليت
هايي كه داراي يك سلول واحد بودند بـا بررسـي روزانـه و     چاهك

 24انتخاب و در ميكروپليـت   ،متوالي كيفيت و سرعت رشد و تكثير
پـس از   2.رم كشت شـدند درصد س 10و  DMEMاي با محيط  خانه

از ميكروپليت به فلاسك، طـي سـه    منتخب سلولي  هاي انتقال كلون
كلـون سـلولي    4در نهايت  پاساژ متوالي ضمن حفظ و تكثير سلول،

 هـا  پايـداري و مانـدگاري سـلول    ها از لحـاظ  به عنوان برترين كلون
  .ذخيره سازي شد

  
و  Working cellيـابي بـه    جهت دست Master cellپاساژ 

  كرايوپريزرويشن
و تريپسينه كـردن    Parent cellهاي  از ويال Master cellبا تهيه 

در كنــار افــزودن محــيط   BHK-21مونــولاير ســلولي پاســاژ دهــم
DMEM    دقيقـه بـا دور   15، محلول حـاوي بـذر سـلولrpm 1300 

ليتـر   ميلـي  20نشين شده با افزودن مجموع  رسوب ته. سانتريفوژ شد
ها  به صورت هموژن در آمد و بين كرايوتيوپ DMSOسرم گاوي و 

 .گراد ذخيره سازي شد درجه سانتي -196تقسيم شد و در دماي 

  
  هاي رشد سلول بررسي ويژگي

كرايو ويال اول از بذر سلول مادر و كـاري در فلاسـك سـلول    
درصــد بقــا، خصوصــيات رشــد ســلول ازجملــه و  كشــت گرديــد

ــان دو ــوژي ســلول، زم ــر شــدگي ســ موفول ، µ لول و ضــريببراب
 روزانه نتايج بر اساس  BHK هاي منحني رشد سلول و هموژنيسيتي

  2.تعيين شد سلول شمارش
  

  سترونيآزمايش 
 مـورد سـنجش   سه نوع آلودگينظر ماز  و كاري بذر سلول مادر

هـاي   محـيط سلولي به   عصارهاز  ml5/0 :باكتريايي )الفگرفت  قرار
بـه مـدت   مختلـف  هاي  مايو در د تلقيح شد TSBو تايوگليكولات 
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يـك ميلـي ليتـر     با تزريـق  :مايكوپلاسمايي) ب .انكوبه شد روز 14
 pploمحيط كشت  ml 10به  با چرخه ذوب و انجمادسلولي   عصاره

broth  حدودوml 2/0  روي محيطpplo agar  به مدت  شده وكشت
ــرايطروز  21 ــي در شـ ــوازي و بـ ــوازي  هـ ــههـ ــد انكوبـ ) ج .شـ

ــاكتريومي ه سوسپانســيون غلــيظ ســه مرحلــه عصــارml5/0 :مايكوب
 45مـدت   شـد و تلقـيح   شده به دو لوله محيط لون اشـتاين  وتافريز

  10.قرار گرفتند C° 37روز به صورت خوابيده در انكوباتور
  

  كاريوتايپ
سـين بـا غلظـت     ها در مرحله متافـاز كلشـي   جهت توقف سلول

. انكوبه شـد  ساعت 5تا  4 و ليتر افزوده ميلي/ گرم درصد ميلي 04/0
و اثـر آن بـا   شـد  تريپسينه  ،PBSشستشو با  از پس مونولاير سلولي

و  PBSپانسيون سلولي با افـزودن سسو. سازي شد افزودن سرم خنثي
 رسوب داده rpm  1000دقيقه سانتريفوژ با دور 5ها و  پيپتينگ سلول

دقيقـه   20 ،مـولار  kcl ،075/0محلـول  با افزودن در مرحله بعد . شد
رسـوب   ،kclخـروج   و پـس از سـانتريفوژ  ماري انكوبه و  درون بن

آمـد و بـا افـزودن فيكسـاتيو      ايجاد شده به حالت سوسپانسـيون در 
مرحلـه   3افزودن فيكساتيو  .ساعت در يخچال قرار گرفت 24 ،سرد

قطـره از   3تـا   2 در نهايـت  .انجـام شـد   و سـانتريفوژ ديگر تكـرار  
درجـه   45  ري و با زاويـه مت سانتي 20فاصله  از يسوسپانسيون سلول

 به وسيله رنگ گيمسا آميزي رنگو با ده شد يبر روي لام سرد چكان
  11.شمارش گرديد ميدانهاي سلول در هر  تعداد كروموزوم

 توسـط تكثير ژن اختصاصـي گونـه   با  سلول تعيين هويت

PCR  
در  BHK سـلولي    سوسپانسيون غليظي از هر يك از لاين هـاي 

 CHO  )Chinese hamster ovary(، Vero ) هـاي سـلولي   كنار لاين
Monkey Green Kidney( ، RBK )Razi Bovine Kidney(  سـلول ،

و سـلول پرايمـري   ) LK )Lamb kidney، پرايمري MRC5ديپلوييد 
GL )Goat Lymphocyte  ( سـانتريفوژ  1200دقيقه با دور  5تهيه و 

 خراجاسـت  منظـور  بـه  PBS محلـول  با شستشو بار سهپس از  .شدند
DNA تخليص و استخراج كيت از DNA ) زيسـت  تكـاپو  شـركت (
 Cسـيتوكروم   1واحـد   اي از ژن زيـر  تكثيـر قطعـه  و  گرديد استفاده
دريافتي از شـركت  هاي اختصاصي گونه  از پرايمر با استفاده اكسيداز

 سـيناژن  شركت كيت از PCR انجام براي 12.شدانجام تكاپو زيست 
ا منشا هامستر به عنـوان كنتـرل مثبـت    ب CHOاز سلول  .شد استفاده

ــد  ــتفاده گردي ــر ژن  .اس ــايكلر  COIتكثي ــتگاه ترموس ــق  در دس طب
 طـي  و سـپس  C° 95 دناتوراسيون در دقيقه 5 دستورالعمل كيت، با

،  (Denaturation) سيكل شامل سه مرحلـه دنـاتوره شـدن    35تا  30
 ســـازي و گســـترش يـــا طويـــل (Annealing) اتصـــال پرايمرهـــا

(Extensionor Elongation)  10در نهايـت بـراي مـدت    . انجام شـد 
ادامه يافـت تـا عمـل پليمريزاسـيون      C°72دقيقه عمل گسترش در 

  13.انجام شد سپس الكتروفورز ،تكميل گردد

در كنـار پرايمـر    7هاي ديگر به شـرح جـدول    پرايمرهاي گونه
  .هامستر گذاشته شد

  

  12ي گونه اختصاصيرديف پرايمرها: 1 جدول

Sequence Species 
Cg-F- ACTAACCCGCTTCTTCGCATTC 
Cg-R-  GCGTAGGCGAACGGAAGTATC 

Cricetulus griseus (ch.Hamster) 

 
  12ي گونه هاي ديگررديف پرايمرها: 2 جدول

 
 

΄5) طول قطعه تكثير شونده به 3 ΄) توالي  گونه نام   

117(bp) 
F-  ATATCAATCGGGTTTCTAGGATTTATT       

R-  AGTTGGGATAGCGATAATTATGGTAGT
Capra hircus(goat)

102 (bp) F-  GCTATTCCAACCGGGGTAAAAGTC             
R-  GAAAATAAAGCCTAGGGCTCAC 

Bos taurus (cow) 

267 (bp) F-  CGATACACGGGCTTACTTCACG                  
R-  AAATACAGCTCCTATTGATAAT 

Ovis aris (sheep) 

391(bp) 
F- TAGACATCGTACTACACGACACG                

R- TCCAGGTTTATGGAGGGTTC 
Homo sapiens(human) 

222(bp) 
F- CTTCTTTCCTGCTGCTAATG 
R-TTTGATACTGGGATATGGCG 

Cercopithecus aethiops (Gr. 
Monkey) 
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  هاي ناخواسته ويروس آلودگي بذر سلول مادر بهبررسي 
هاي ناخواسـته در بـذر سـلول از طريـق      بررسي وجود ويروس

 كشت

از طريـق ايجـاد ضـايعات    اين آزمايش به دو صـورت مسـتقيم   
 انكوباسيون كشت سـلول  در طول دوره (CPE) ويروس روي سلول

هنـدي و  خوكچه هاي قرمز  جذب گلبولبا مستقيم  غيربه صورت يا 
سـلول مـورد   ويروسي دگي امكان آلو ،يا جوجه توسط بستر سلولي

 ml 5بـراي انجـام ايـن آزمـايش      14.نمايـد  مطالعه را مشـخص مـي  
 رد .سلول در يك لوله تهيه شـد  4/1×107سوسپانسيون غليظ حاوي 

 پـس از آن  .گرديـد تاوسه مرتبـه فريز  و قرار داده شد -C°70فريزر 
مـايع   و سـانتريفيوژ گرديـد  ) rpm 2800حـدود  ( g800دقيقه با  20

هاي كشـت سـلول    شده و تا قبل از تلقيح به فلاسك رويي برداشت
 ,RBK, CHO  سـلول سـه لايـن    سپس .نشانگر در فريزر ذخيره شد

Vero  بـراي   .داده شدند كشت انتخاب و هاي نشانگر سلولبه عنوان
 عنـوان نمونـه مـورد   سـه فلاسـك بـا     هاي سـلولي  از لاين هر كدام
بـه هريـك از   و در نظـر گرفتـه    كنترل مثبتو ، كنترل منفي آزمايش
افـزوده و   BHKليتر از عصاره سلولي  ميلي يكهاي آزمايش  فلاسك

كنتـرل  هـاي   نمونـه . ساعت به منظور جذب انكوبـه شـد   1به مدت 
هاي  ويروسبه ترتيب به  RBK, CHO, Veroهاي سلولي  لاينمثبت 

ــايتوپاتيك ــاويـــروس غير ســـرخك، سـ  يتوپاتيك اوريـــون وسـ
 (PI3) (Bovine Parainfluenza-3 Virus) گاوي 3پاراآنفلونزاي تيپ 

ــدند ــوده ش ــا  DMEMمحــيط  .آل ــده  % 2ب ــه ش ــرم تهي محــيط (س
 CO2% 5بـا   C° 37دماي افزوده و در ها  به تمام فلاسك) نگهدارنده

 Haemadsorption آزمايش براي انجام. نكوبه شدا  روز 14به مدت 
حـاوي   RBK, CHO, Vero از سه لاين سـلول  كشت  فلاسكشش 

انكوبـه  روز  14 همراه سه فلاسك كنترل منفي BHK عصاره سلولي
گلبـول  %  5/0از محلـول   ml 4از هـر سـلول    فلاسك سهبه . شدند

گلبـول  هـم بـه همـين ميـزان      به سه فلاسـك ديگـر  و  قرمز جوجه
لول به فلاسك كنترل منفي هر سه س ـ .خوكچه هندي اضافه شدقرمز

ml 4 از محلـول   و افـزوده  از مخلوط گلبول قرمز خوكچه و جوجه
ــه   % 5/0 ــز خوكچ ــول قرم ــه ml 4گلب ــ ب ــت  فلاس ــرل مثب ك كنت
هـا   كليـه فلاسـك   .شد اضافه) آلوده به ويروس اوريون Veroسلول(

و  انكوبـه دقيقه در دمـاي آزمايشـگاه    30و  C° 4دمايدقيقه در  30

   .ندورد پايش قرار گرفتم ،PBSها با  سطح سلول پس از شستشو
  

ر بذر سلول با تزريـق بـه   هاي ناخواسته د بررسي وجود ويروس
  مرغ جنين دار تخم

تاو عصاره سلولي فريزليتر از مايع حاصل از سانتريفوژ  ميلي 5/0
تزريـق   روزه SPF 10مرغ جنين دار  تخم 10به مايع الانتوئيك  شده

 روز 6 ودر نظر گرفته دار به عنوان شاهد  مرغ جنين تخم 5 وگرديد 
آزمايش . در يخچال قرار گرفتند C° 37 در دماي پس از انكوباسيون

ــده  ــريع ش ــيون تس ــا  (Rapid Haemagglutination) هماگلوتيناس ب
 داخل هـر گـوده  ها  مرغ وليتر از مايع الانتوئيك تخمميكر 50 افزودن

گلبـول   .انجام شـد  ميكروليتر گلبول قرمز خوكچه 50و  ميكروپليت
بـه عنـوان شـاهد مثبـت در      رمز خوكچه و نمونه ويروس نيوكاسلق

هـاي   مـرغ  مايع الانتوئيك تخـم  با مشابه همين روش. نظر گرفته شد
  15.انجام شدآزمايش و شاهد با گلبول قرمز جوجه 

  
هاي ناخواسته در بذر سلول مادر با تزريق  بررسي وجود ويروس

  و شيرخوار به موش بالغ
 بـالغ  سـر مـوش   10به  BHK ليز شده لولعصاره سليتر  ميلي 5

به صورت داخل صفاقي تزريق ليتر  ميلي 5/0هر كدام  مورد آزمايش
سر موش شـير   10به  .به عنوان شاهد در نظر گرفته شدسر  6 و شد

ليتـر بـه صـورت صـفاقي      ميلـي  1/0هر كدام مقدار  يك روزهخوار 
قـرار   مـورد بررسـي   هفته 4مدت  بهشاهد  موش سر 10 باو  تزريق
  16.گرفتند

  
  )Tumorgenicity( تومورزايي آزمايش
 هــاي ســلول يــا BHK ســلول 107 ،نــوزاد nude مــوش 10 بــه
 تومـورزايي  خاصيت داراي( Hela سلول يعني مثبت كنترل توموري
 بـه  كشـت  محـيط  فاقـد  سرم با ليتر ميلي 1/0 موش هر، )پيشرونده
 بـه  متوالي و منظم فواصل در ها موش. شد تلقيح جلدي زير صورت
 مـورد  تزريـق  محـل  در هـا  ندول گيري شكل نظر از هفته سه مدت

 يـا  و شـدن  كشـته  يا مرگ از پس موش هر در. گرفتند قرار بازرسي
 نكروپسـي  اين. گرفت انجام نكروپسي يك بازرسي دوره انتهاي در

 همه در و تزريق محل در تومور گيري شكل بر مبني آزمايشي شامل
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 هـا  كليه طحال، مغز، ها، ريه لنفاوي، هاي گره يلقب از عمده هاي ارگان
  .بود كبد و
  

  ملاحظات اخلاقي
ــن در ــژوهش، اي ــامي پ ــات   اصــول تم ــا حيوان ــار ب اخــلاق ك

 شـده  رعايـت  RVSRI.REC.98.005آزمايشگاهي با شماره مصوب 
  .است

  
  ها يافته
  موفولوژي سلول) الف :خصوصيات رشد سلول تعيين

يك منـولاير   به صورت، BHKكشت سلول در طول اين مطالعه 
 :سـلول  يدرصد بقا) ب .تشكيل شد )1شكل (يك نواخت سلولي 

شــمارش شــده در لام نئوبــار برابــر بــا  ي هــاي زنــده تعــداد ســلول
و  بـود  5،8،6،7 هاي مـرده برابـر بـا    و تعداد سلول 94،107،105،97

 ضريب و سلول شدن برابر دو زمان )ج .محاسبه شد% 92درصد بقا 
µ:  هـا در   شـمارش سـلول   ،فاز لگاريتمي رشد بهها  سلول دنرسيبا

سـاعت و  5/20به ترتيـب برابـر بـا     كه صورت گرفتفواصل منظم 
شـمارش روزانـه تعـداد     :منحني رشد سلول) د .به دست آمد 03/0

ها طبق نتـايج بـه    و منحني رشد سلول انجام شدروز  7ها طي  سلول
  .)1نمودار (ترسيم شددست آمده 

 
  رونيآزمايش ست

 هاي ستروني مشـخص شـد بـذر سـلول مـادر      با انجام آزمايش

)Master Cell ( و كــاري)Working Cell ( از نظــر وجــود عوامــل
مايكوباكتريومي فاقد هر گونـه آلـودگي    مايكوپلاسمايي و باكتريايي،

  . بودند
  

  كاريوتايپ
به منظور تعيين مورفولوژي و تنوع كرومـوزومي، لايـن سـلولي    

،  3و2شــكل ( يــد كــه نتـايج بــه شــرح زيـر اســت  كاريوتايـپ گرد 
  .)2نمودار

  

  
     BHKمنحني رشد سلول :  1نمودار                                       X 100با بزرگنمايي   BHKكشت سلول : 1شكل       

  
 

                            
  كروموزوم 43با BHKيك نمونه از كاريوتايپ سلول : 2شكل                     BHKنمودار تنوع كروموزوم در بذر سلول : 2نمودار

 
 



  هاي بيولوژيك   و معرفي آن جهت استفاده در مطالعات تحقيقاتي، تشخيصي و توليد فرآورده BHK-21C5تعيين خصوصيات لاين سلولي   410

  414 تا 405 ؛4، شماره 9؛ دوره 1399 پاييز نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

  

  
                                             1       2        3       4      5        M         6        7  

  BHKيايي سلول ميتوكندر (CO1) براي تكثير ژن سيتوكروم اكسيداز يك   PCRالكتروفورز محصولات: 3شكل 
سلول  :4ستون با پرايمر گوسفند،  BHKسلول  :3ستون  با پرايمر هامستر،  CHOسلول :  2ستون ،  315bpهامستربا پرايمر  BHKسلول  : 1ستون 
BHK  ،سلول  :5ستون  با پرايمر بزBHK  ،سلول  :6ستون با پرايمر ميمونBHK  ،سلول  :7ستون با پرايمر انسانBHK   گاوبا پرايمر .  
  
  

  
 44يــك ســلول هــاي دســته بنــدي شــده در  كرومــوزوم: 3شــكل

  BHK-21C5كروموزومي 

  

  
                     M      1      2      3      4     5     6 

بـراي تكثيـر ژن سـيتوكروم     PCRتمحصـولا  الكتروفـورز : 4شكل 
  )شاهد مثبت(هاي مختلف  سلول (CO1) يك  اكسيداز
سلول  : 2ستون ،  460bpخوكبا پرايمر  PAEاهد سلول ش: 1ستون 
RBK  102گاوبا پرايمرbp   ، سلول  :3ستونLK   با پرايمر گوسـفند

267bp ،   سلول : 4ستونVero 222با پرايمر ميمونbp   ،  5سـتون  :
سلول لنفوسيت بز  :6ستون ،   391bp با پرايمر انسان MRC5سلول 

  117bpبا پرايمر بز 
  
 

 توسـط تكثير ژن اختصاصي گونـه  ل با بررسي هويت سلو

PCR  
 DNA نشــان مــي دهــد) 3شــكل ( PCRالكتروفــورز محصــولات 

 تنها بـا پرايمـر طراحـي شـده گونـه      BHKاستخراج شده از سلول 

در طول قطعه تكثير يافتـه  ، مقايسه با ماركردر تكثير شد كه  هامستر
 DNA، از همچنـين  ).1سـتون  (تعيـين شـد  جفـت بـاز    315 حدود
در كنار پرايمر پنج گونه سلولي ديگر در  BHKاج شده سلول استخر
تـا   3ستون (هاي مشخص شده هيچ گونه باندي مشاهده نشد چاهك

هـاي   سـلول  PCRت محصولا الكتروفورزعلاوه بر اين، ). 3شكل  7
استخراج  DNA .نشان داده شد 4مطابق شكل) شاهد مثبت(مختلف 

صاصي خود، باند با سـايز  ها با پرايمرهاي اخت شده هر يك از سلول
  ).6تا  1ستون (قابل انتظار نشان داده است

 
 هاي ناخواسته ويروس آلودگي بذر سلول مادر بهبررسي 

هاي ذكر شده هيچ گونه آلـودگي در بـذر سـلول     با انجام روش
  .مادر ديده نشد

  
 آزمايش تومورزايي

 هـيچ  شـده،  تلقـيح  هـاي  موش در آزمايش مورد BHK سلول با
 ـ گونه  از پـس  چـه  و تزريـق  محـل  در چـه  نـدول  تشـكيل  از رياث

 مثبـت  كنتـرل  هاي موش مورد در. نشد مشاهده ها موش كالبدگشايي
  . بودند تزريق محل در ندول داراي ها موش درصد 90 از بيش
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  بحث
ي لهـاي سـلو   ي بر پايه كشت سـلول از لايـن  يها امروزه واكسن

فاده از كشـت سـلول در   پتانسيل است. اند پستانداران توسعه پيدا كرده
به عنوان يك  تواند مي هاي اخير هاي ويروسي در سال توسعه واكسن

 ها به كـار گرفتـه   ايگزين استفاده از ساير استراتژيبرنامه مكمل و ج
تـوان بـه    هـاي سـلولي مـي    استفاده از لايناصلي  هاي مزيتاز  .شود

ري فـرآو امكـان   و همه گيـر  هاي توليد سريع واكسن در طي بيماري
 و درهــاي ويروســي متعــدد در شــرايط و امكانــات مشــابه  واكســن

از سلول هاي بسيار مناسب  BHKسلول . اشاره كرد محيطي استريل
براي رشد و تكثير بسـياري از ويـروس هـاي بيمـاريزاي انسـاني و      

اما نكته اي كه استفاده گسـترده از   20-17.دامي در دنيا مطرح مي باشد
حدود مي كند، عـدم بررسـي  مناسـب ايـن     اين سلول را در ايران م

اما در دنيا مطالعـات مختلفـي بـر روي ايـن سـلول      . سلول مي باشد
، روي تكثيـر  1969و همكـاران در سـال    Pindak. انجام شده اسـت 

MM هاي سـلولي پيوسـته مطالعـاتي انجـام دادنـد       ويروس در لاين
هاي مناسب براي جداسازي آلـودگي ويـروس    از لاين  BHK-21كه

MM       از بافت مغز موش آلوده بـود و سـازگاري ويـروس بـا انجـام
و افـزايش تيتـر    ضـايعات سـلولي  پاساژهاي سريالي كه با افـزايش  

، روي 1981و همكاران در سال  Langelier 21.ويروس مشخص شد
-BHKخصوصيات ريبونوكلئـاز ردوكتـاز القـايي در لايـن سـلولي      

21(C-13) با ويروس HSV كه نتـايج تغييـر در    پژوهشي انجام دادند
، 1987و همكـاران در سـال    J. Rudd 22.بيان ويـروس را نشـان داد  
و لايــن ســلولي نوروبلاســتوما  BHK-21حساســيت لايــن ســلولي 

را مـورد  خيابـاني ويـروس هـاري      مورين در جداسازي يـك گونـه  
نتايج نشان از حساسـيت بيشـتر لايـن سـلولي      مقايسه قرار دادندكه
بـر   1997و همكـاران در سـال    Linz 23.داشت نوروبلاستوما مورين

روي استوكيومتري، سينيتيك و تنظيم متابوليسم گلوكز و آمينواسـيد  
اي انجام دادند كه تفـاوت قابـل    مطالعهنوتركيب  BHKلاين سلولي 

ــتوكيومتري و متابوليســم    ــذي، اس ــواد مغ ــوجهي در حساســيت م ت
و  Sreck 24.آمينواسيدها در سطوح پايين مـواد مغـذي مشـاهده شـد    

، از فـاكتور رشـد پروسـين بـراي آزمـايش      2008همكاران در سـال  
در  BHK (C-13)خصوصيات رشد تكثيري بـر روي لايـن سـلولي    

شرايط آزمايشگاهي استفاده كردند كه سبب تسريع تكثيـر و كـاهش   

 Sekar، 2008در سـال   25.نياز به سرم و دوره كشت لاين سلولي شد
شـواهد  . انجام داده اند BTVاي بر روي ويروس  و همكاران مقايسه

  نشـان از سـازگاري گسـترده    به دست آمده براسـاس تيتـر ويـروس   
و استقرار آن به عنوان يـك لايـن    BHK-21ويروس با لاين سلولي 

-Ferna´ndez 26.داشـت  BTVسلول هـدف جهـت توليـد واكسـن     

Nu´n˜ez  هـاي   ن گليكـوپروتئين ، روي بيا2015و همكاران در سال
 BHK-21ويروس هاري بر روي سوسپاسيون كشت شده از سـلول  

كار كردند و مشخص شد كه كاهش دما بعد از آلودگي سلولي براي 
و همكاران در سـال   Singh 27.مفيد خواهد بود ها گليكوپروتئينبيان 

ســازي ســرم از ويــروس  ســازي آزمــون خنثــي بــه اســتاندارد 2015
غلظـت   پرداختنـد كـه   BHK-21 (Cl-13)بـر روي  آنسفاليت ژاپنـي  

 .در نظر گرفتـه شـد   BHKجهت تشكيل مونولاير  5/1×104سلولي 
لايـن   ايـن  بـا اسـتفاده از   (SNT)سازي سـرم  آزمايش خنثيهمچنين 
به عنوان يك آزمايش جـايگزين تسـت توانمنـدي واكسـن      ،سلولي

 سال در همكاران و Mohammad Showkat Mahmud 28.معرفي شد
ويروس تـب برفكـي   ) 1O,A,Asia(هاي ، سازگاري سروتايپ2017

ضـايعات  . مورد مطالعـه قـرار دادنـد   را  BHK-21روي لاين سلولي
ويروس روي اين لاين سلولي، با گرد شـدن و صـاف شـدن     سلولي
اي، شكسـت   هـاي غـول پيكـر چنـد هسـته      ها، تشكيل سلول سلول

در سال  7.شد هاي بين سلولي و در نهايت مرگ سلول نشان داده پل
2018 ،ZOU تركيبروي  و همكارانmRNA   سلول ميزبان با ژنوم

در اين مطالعه  .كار كردند برفكي در كشت سوسپانسيون ويروس تب
بـه صـورت سـريالي روي     Asia -1برفكـي سـروتايپ    ويروس تب

 BHKو بعد روي سوسپانسـيون بـدون سـرم     BHKمونولاير سلول 
سـازگاري   فعال هاي غير يد واكسنتوليد بذر ويروس جهت تولبراي 
تـر بـه    در مقايسه با گونه مـادري سـريع  ويروس منحني رشد  .يافت

، بر روي 2018و همكاران در سال  Nikolay 29.رسيد ماكزيممميزان 
هاي ويروس زيكا برزيلي بر روي كشت سوسپانسـيون و   تكثير گونه

هـا بـا    مطالعه كردند، كشت در بيوراكتـور  BHKهاي  مونولاير سلول
 PFU/mL و بــا تيتــر ويروســي cells/mL 107×2/1غلظــت ســلولي 

نتايج نشان از افزايش تعدادكل ذرات ويروسـي  . انجام شد 9/3×107
بـه   نسـبت  كمتر از حد تعيين شـده  )PFU/cell 3/3(و بازده سلولي 

با توجه به مطالعات مـذكور و اهميـت    30.چسبنده داشت هاي سلول
هاي بيولوژيـك و   فراوردهكنترل كيفيت و در توليد  BHK-21سلول 
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در مطالعه  ،ها ت تحقيقاتي و تشخيصي انواع ويروسهمچنين مطالعا
موجود  BHKكه با تعيين خصوصيات لاين سلولي  حاضر سعي شد

، بتـوان از ايـن لايـن سـلولي در     در ايران و تهيه شناسنامه بـراي آن 
از جهــت  ابتــدا لايــن ســلوليلــذا  .توليــد و تحقيــق اســتفاده نمــود

خصوصيات رشد سلول ازجمله درصد بقا، موفولوژي سلول، زمـان  
ان رشــد ، هموژنيســيتي و ميــزµ ســلول و ضــريب برابــر شــدن دو

از  و كـاري  بذر سلول مـادر سپس  .فترها مورد بررسي قرارگ سلول
ــر ــودگي نظـ ــاي  آلـ ــاييهـ ــمايي و، باكتريـ ــارچي، مايكوپلاسـ  قـ

ــت     ــرار گرف ــايش ق ــورد آزم ــاكتريومي م ــتفاده از   .مايكوب ــا اس ب
بررسـي  مـورد  كاريوتايپينگ، تنوع كروموزومي در اين لاين سـلولي  

كلـون  هويـت   PCRپس از آن با استفاده از روش مولكـولي  . گرفت
BHK ــه ســلولي ديگــر ســنجيده و تاييــد گرديــد  5، در كنــار . گون

بـا  هاي ناخواسته،  همچنين بذر سلولي مادر از جهت وجود ويروس
در  (CPE) سـلولي از طريق ايجاد ضايعات  قيمروش مستاستفاده از 
جذب  امستقيم بدر روش غير انكوباسيون كشت سلول و طول دوره

و  خوكچه هندي و يا جوجه توسـط بسـتر سـلولي   هاي قرمز  گلبول
همچنين با تزريق به تخم مرغ جنين دار و تزريق بـه مـوش بـالغ و    

نظـور اسـتفاده   علاوه بر اين به م .مورد ارزيابي قرار گرفت شيرخوار
بــه  توليــد از آزمــايش تومــورزاييفراينــد از ايــن لايــن ســلولي در 

بهـره   جهت بررسي بيان فنوتيپ تومـورزا  ها ي تلقيح به موش وسيله
 مطالعـه  مـورد  سـلول  كه دهد مي نشان نتايج اين آزمايش .گرفته شد

 بيولوژيـك  فـراورده  توليـد  بـراي  و بـوده  تومـورزايي  خاصيت فاقد
  .دباش مي مناسب

خاص  هاي ويروس برخي به آلودگي امكان PCR از استفاده با سپس
با توجه به نتايجي  .مورد سنجش قرار گرفت BLVو  BVDهمچون 

 BHK-21لاين سلولي  مناسب بودنمبني بر  مذكوركه از آزمايشات 

اين لاين سلولي به عنوان يك از  گسترده امكان استفادهبه دست آمد 
هاي بيولوژيك و در  و كنترل كيفيت فراورده راي توليدبستر مناسب ب
  .وجود داردها  ي و تشخيصي انواع بيمارياتمطالعات تحقيق

 
 
 
 
 
 
 

  گيري نتيجه
هاي سـلولي بـراي مطالعـات تحقيقـاتي،      امروزه استفاده از لاين

ژيـك  هـاي بيولو  دهتشخيصي و همچنين توليد و كنترل كيفيت فراور
از طرف ديگر با توجه بـه  . باشد ميها اجتناب ناپذير  به ويژه واكسن

ويروسي، نيـاز  هاي  مطالعات ويروسي و همچنين واكسن رنج وسيع
ضـروري بـه نظـر     هـاي مختلـف شناسـنامه دار    به استفاده از سـلول 

در ايـن مطالعـات،    BHKبا توجه به اهميت لايـن سـلولي   . رسد مي
ئز و تحت كنترل از اين سلول بسيار حااستفاده از يك كلون مناسب 

 ـ . اهميت است ن لايـن  لذا در اين مطالعه كلون سلولي مناسـبي از اي
هاي مختلف سيتولوژي مورد بررسـي و   سلولي تهيه شد و با تكنيك

ايـن كلـون سـلولي را بـه عنـوان       ،نتايج حاصل. ارزيابي قرار گرفت
ــي و      ــروس شناس ــف وي ــات مختل ــراي مطالع ــاس ب ــلول حس س

حساسـيت مناسـب ايـن     نمايد و بـا توجـه   واكسينولوژي معرفي مي
سلول نسبت به طيف وسيعي از ويـروس هـا، مـي توانـد بـه طـور       

  .گسترده مورد استفاده قرار گيرد
  

  سپاسگزاريتشكر و 
 مطالعــه "نامــه بــا عنــوان  ايــن مقالــه حاصــل بخشــي از پايــان

 حساس سلول عنوان به آن معرفي و  BHK سلولي رده خصوصيات
زيسـت شناسـي   رشته  رشدكارشناسي ادر مقطع  " سرخجه ويروس

موسسـه  باشد كـه بـا حمايـت     مي 1397در سال سلولي و مولكولي 
  .)39161: كد( اجرا شده است تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي

 
References 

1. Mc Keehan WL, Barnes D, Reid L, Stanbridge E, 
Murakami H, Sato GH. Frontiers in mammalian cells 
culture. In vitro cellular & developmental biology  
1990;26(1):9-23. 

2. Freshney RI. Culture of animal cells: a manual of basic 
technique and specialized applications: John Wiley & 
Sons; 2015. 

3. Alberts B, Johnson A, Lewis J, Walter P, Raff M, Roberts 
K. Molecular Biology of the Cell 4th Edition: 

International Student Edition. Routledge; 2002. 

4. Brunner D, Frank J, Appl H, Schöffl H, Pfaller W, 
Gstraunthaler G. The serum-free media interactive online 
database. ALTEX-Alternatives to animal 
experimentation. 2010;27(1):53-62. 

5. Fernandes IR, Russo FB, Pignatari GC, Evangelinellis M, 
Tavolari S, Muotri AR, et al. Fibroblast sources: Where 
can we get them? Cytotechnology  2016;68(2):223-8. 

6. Hernandez R, Brown DT. Growth and maintenance of 



 413             فر و همكاران فرشته ضيائي

Alborz Univ Med J (AUMJ) 2020 October; 9(4):405-414 

http://aums.abzums.ac.ir 

baby hamster kidney (BHK) cells. Current protocols in 
microbiology  2010;17(1):A. 4H. 1-A. 4H. 7. 

7. Mahmud MS, Islam E, Samad MA, Karim MR, Saha AK, 
Giasuddin M. Adaptation of Three Different BLRI Strain 
(O, A, Asia 1) of Foot and Mouth Disease Virus 
Serotypes in Baby Hamster Kidney-21 Cell Line. 
Immunology and Infectious Diseases  2017;5(2):11-5. 

8. Perrin P, Madhusudana S, Gontier-Jallet C, Petres S, 
Tordo N, Merten O-W. An experimental rabies vaccine 
produced with a new BHK-21 suspension cell culture 
process: use of serum-free medium and perfusion-reactor 
system. Vaccine  1995;13(13):1244-50. 

9. Brill G, Vaisman N, Neufeld G, Kalcheim C. BHK-21-
derived cell lines that produce basic fibroblast growth 
factor, but not parental BHK-21 cells, initiate neuronal 
differentiation of neural crest progenitors. Development  
1992;115(4):1059-69. 

10. Susan S, Ya S, Mm E-H. Preparation and Evaluation of 
Master Seed for infectious bronchitis vaccine from local 
variant isolate. Nat Sci. 2011;9:145-50. 

11. Worton RG, Duff C. [27] Karyotyping.  Methods in 
enzymology. 58: Elsevier; 1979. p. 322-44. 

12. Cooper JK, Sykes G, King S, Cottrill K, Ivanova NV, 
Hanner R, et al. Species identification in cell culture: a 
two-pronged molecular approach. In Vitro Cellular & 
Developmental Biology-Animal  2007;43(10):344-51. 

13. Schochetman G, Ou C-Y, Jones WK. Polymerase chain 
reaction. The Journal of infectious diseases  
1988;158(6):1154-7. 

14. Specter SC, Hodinka RL, Wiedbrauk DL, Young SA. 
Clinical virology manual: American Society for 
Microbiology Press; 2009. 

15. Organization WH. Expert committee on biological 
standardization. Geneva, 19 to 23 October 2009. 
Guidelines on evaluation of similar biotherapeutic 
products (SBPs)  2009. 

16. Kuzmin IV. Virus Isolation in Animals: The Mouse 
Inoculation Test.  Current Laboratory Techniques in 
Rabies Diagnosis, Research and Prevention, Volume 2: 
Elsevier; 2015. p. 13-23. 

17. A.-C. Bachoud-Lévi ND, J.-P. Nguyen, J. Bloch, C. 
Bourdet, L. Winkel, P. Rémy, M. Goddard, J.-P. 
Lefaucheur, P. Brugières, S. Baudic, P. Cesaro, M. 
Peschanski, and P. Aebischer. Neuroprotective Gene 
Therapy for Huntington’s Disease Using a Polymer 
Encapsulated BHK Cell Line Engineered to Secrete 
Human CNTF. Human Gene Therapy  2004;11(12):12-8. 

18. Deckwer MLAPZRWWD. Stoichiometry, Kinetics, and 
Regulation of Glucose and Amino Acid Metabolism of a 
Recombinant BHK Cell Line in Batch and Continuous 
Cultures. Biotechnology Pogress  1997;13(4):453-63. 

19. Hu KCJAYNVNMJKPJCTGGKWS. Exploring the 
transcriptome space of a recombinant BHK cell line 
through next generation sequencing. Biotechnology and 
Bioengineering  2014;111(4):770-81. 

20. Buttin YLaG. Characterization of Ribonucleotide 
Reductase Induction in BHK-21/C13 Syrian Hamster Cell 
Line Upon Infection by Herpes Simplex Virus (HSV). 
JOURNAL OF GENERAL VIROLOGY  1981;57(1):21-
31. 

21. Pindak FF, Schmidt JP. Propagation of MM virus in 
continuous cell lines. Appl Environ Microbiol. 
1969;17(6):815-8. 

22. Langelier Y, Buttin G. Characterization of ribonucleotide 
reductase induction in BHK-21/C13 Syrian hamster cell 
line upon infection by herpes simplex virus (HSV). 
Journal of general virology  1981;57(1):21-31. 

23. Rudd RJ, Trimarchi CV. Comparison of sensitivity of 
BHK-21 and murine neuroblastoma cells in the isolation 
of a street strain rabies virus. Journal of clinical 
microbiology  1987;25(8):1456-8. 

24. Linz M, Zeng AP, Wagner R, Deckwer WD. 
Stoichiometry, kinetics, and regulation of glucose and 
amino acid metabolism of a recombinant BHK cell line in 
batch and continuous cultures. Biotechnology progress  
1997;13(4):453-63. 

25. Srček VG, Radošević K, Kniewald H, Slivac I, Kmetič I, 
Kniewald Z. Effect of porcine brain growth factor on 
primary cell cultures and BHK-21 [C-13] cell line. In 
Vitro Cellular & Developmental Biology-Animal 
2009;45(1-2):28. 

26. Sekar P, Ponmurugan K, Gurusubramanian G. 
Comparative Susceptibility of BHK 21 and Vero Cell 
Lines to Bluetongue Virus (BTV) Isolate Pathogenic for 
Sheep. Internet J Microbiol. 2009;7(1):1-5. 

27. Fernández-Núñez EG, De Rezende AG, Puglia ALP, 
Leme J, Boldorini VLL, Caricati CP, et al. Transient 
expression of rabies virus G-glycoprotein using BHK-21 
cells cultured in suspension. Biotechnology letters  
2015;37(6):1153-63. 

28. Singh S, Sharma M, Kumar S, Gowal D. Standardization 
of serum neutralization assay of Japanese encephalitis 
virus (Nakayama NIH strain) on BHK-21 (Cl-13) cell 
line. Acta virologica  2015;59(3):234-9. 

29. Zou X, Zhu Y, Bao H, Guo X, Sun P, Liu Z, et al. 
Recombination of host cell mRNA with the Asia 1 foot-
and-mouth disease virus genome in cell suspension 
culture. Archives of virology  2018:1-10. 

30. Nikolay A, Castilho LR, Reichl U, Genzel Y. Propagation 
of Brazilian Zika virus strains in static and suspension 
cultures using Vero and BHK cells. Vaccine  
2018;36(22):3140-5. 

 
 



414414               Alborz University of Medical Sciences Journal, October 2020, Vol. 9, No. 4: 405-414                                            Original Article 

  414 تا 405 ؛4، شماره 9؛ دوره 1399 پاييز نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

Journal 

AUMJ 
Alborz University of Medical Sciences 

Characterization of the BHK-21C5 Cell line and Its 
Introduction for use in Research, Diagnostics and 
Production of Biological Products 
 

 
Received:12 Oct. 2019; Accepted: 13 May 2020    

 
 
Background and Objectives: Several studies have been carried out on the use of cell 
lines in researches, production and processing of drugs and biological products, and on the 
identification of toxicity and efficacy.The present study was conducted to determine the 
characteristics of BHK-21 cell lines as a suitable substrate for use in vaccine production 
and quality control, viral culture and research and diagnostic studies.  
Materials and Methods: In this study cloning of the cells by limit dilution was 
performed by preparing the appropriate seed cells. After checking the cell growth 
characteristics, sterility tests performed to ensure the absence of bacterial, fungal, 
mycoplasma, and mycobacterial infections.  Detection of chromosomal diversity by 
karyotyping and cell identity using molecular tests along the 
CHO,LK,RBK,MRC5,Vero,GL cell lines was done. Also, master cell seed was tested for 
detection of adventitious viruses in two methods:  in direct way through cytopathic effect 
during incubation of cell cultures and in indirect method using hemadsorption test, 
inculation into embryonic eggs, injection into mature and newborn mice.  
Results: The results indicated, this cell line had suitable growth charestristics without 
cross contaminations. Also the cell identity was confirmed by karyotyping and molecular 
tests.   
Conclusion:The results of various tests indicated that this cell line has the necessary 
requirements for use in the production and quality control of the biological products and 
viral researches. 
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