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مور معمولی ها ماهیکبدی  های سلول ی یهاولبررسی تغییرات سلولی در کشت 

(Epinephelus coioidesدر مواجهه با نونیل فنول )  
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 مقاله: نوع

 پژوهشی

 چکیده

 Epinephelusمور معمولی )ها ماهیکبد  های سلول ی اولیهشت حاضر با هدف استفاده از ک ی مطالعه

coioides ییراتتغو بررسی  ها سلولنونیل فنول بر زنده ماندن  ی آلاینده( به منظور ارزیابی اثرات سمی 

مور معمولی استفاده گردید. پس از جدا کردن و ها ماهیعدد  8مرفولوژیک انجام شد. بدین منظور از 

آن با استفاده از روش هضم آنزیمی، جداسازی و شمارش شدند. در این روش  های سلولقطعه کردن کبد، 

مورد مطالعه به صورت  ی آلایندهپس از مواجهه با  ها سلول درIC50 ، میزان MTTبا استفاده از آزمایش 

سپس کشت  محاسبه گردید. M 4-01در آلاینده برابر با  IC50شد. بر این اساس میزان  گیری اندازهجداگانه 

-IC50 (M 5 درصد از میزان 01و  01، 01تحت کشنده شامل  های غلظت ی مواجهههای سلولی کبدی در 

01 ،M 5-01×0  وM 5-01×0 .1برای سنجش اثرات آلاینده در مدت زمان  برداری نمونه( قرار داده شدند ،

غلظت استفاده شده،  ینتر کم ،ساعت از زمان شروع مواجهه صورت گرفت. بر اساس نتایج 04و  00، 6

نداشت ولی میزان تخریب و آسیب سلولی به صورت وابسته به دوز  ها سلولبر روند رشد  توجهی قابل تأثیر

نونیل فنول دارای اثر  ی آلاینده، افزایش یافت. در مجموع ها آلایندهو زمان قرارگیری در مواجهه با 

 مور معمولی بود.ها یماه ی شدهکبدی کشت داده  های سلولسایتوتوکسیک در 

 مقاله: تاریخچه

 00/14/66دریافت: 

 15/16/66اصلاح: 

 01/10/68پذیرش: 

 :کلمات کلیدی

 کبد 

 کشت سلول 

 نونیل فنول

 هامور معمولی

 ـهمقدم

. در اینن حالنت   گردد میپروکاریوتی و یوکاریوتی در محیط کشت اطلاق  های سلولرشد  ی شدهکشت سلول به فرآیند کنترل 

 توانند میکشت داده شده  های سلول. کنند میپلاستیکی( و در انکوباسیون شروع به رشد  معمولاً، روی بستری سخت )ها ولسل

بنالغین طنول عمنر    ی ها بافتنسبت به  عموماًجنینی ی ها بافتبالغین و یا از جنین برداشته شوند. کشت حاصل از  یها بافتاز 

ی هنا  بافتدر  0بنیادی های سلولاین موضوع به دلیل عدم تمایز کامل و وجود  احتمالاًکه  کنند میبیشتری داشته و بهتر رشد 

همتنای ونود    هنای  سلولبالغین به علت تمایز کامل قادر به تکثیر و تولید  های سلول. علاوه بر این، بسیاری از باشد میجنینی 

 ها سلول. همچنین، این باشد می تر کمنیز  ها آنتکثیر در  و قدرت شود میبه کندی انجام  ها آننبوده و بنابراین شروع تکثیر در 

 (. Cooper et al., 2002; Soldatow et al., 2013جنینی دارند ) های سلولنسبت به  تری کوتاهطول عمر 
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عی از سموم وارد شده از محیط، به بدن جاندار بر عهده دارد. این اندام همچنین قادر است، اننوا  سازی پاککبد نقش مهمی در 

(. علاوه بر این Komai et al., 1992; Parkinson, 1996ناقل همچون لیپوپروتئین، آلبومین و ترانسفرین را بسازد ) های پروتئین

هننوز ناشنناوته    0ها بسیاری از عوامل آنزیمی، مولکولی و بیوشیمیایی کنترل کننده بیان و تنظیم ساوتار و عملکرد هپاتوسیت

در شرایط آزمایشگاهی بنه منظنور    ها سلولمین علت، جداسازی هپاتوسیت از بافت کبد و کشت اولیه این است. به ه مانده باقی

 ,LeCluyse et al., 2000; LeCluyse)اسنت   برونوردار  ای وینژه سمیت در کبد از اهمینت   فرآیندهایانجام مطالعات سلولی و 

2001; Soldatow et al., 2013 .) 

جانوری در بیشتر  های سلول ی مطالعهکه برای  است یدیجدکشت بافت علم  های تکنیکول و کشت سل های روشاستفاده از  

. در این میان توجنه بنه کشنت    استو یا بعضی از کشورهای در حال توسعه به سرعت در حال گسترش  یافته توسعهکشورهای 

ننه ننندان دور،    ای آیننده کنه در   رسند  منی ظر محققین قرار گرفته است و به ن ی علاقهآبزیان به میزان زیادی مورد  های سلول

هنای   در اینن روش از سنلول  . (Hernandez-Garcia et al., 2014جانوری شود ) های گروهاز سایر  تر پیشرفتهاین علم  انداز نشم

مرتبط بنا  شامل مطالعات  ها آنفراوانی شده است، که بروی از  ی استفادهگوناگون تحقیقاتی  های زمینهبدن موجودات زنده در 

 ;Fent, 2001شناسنی، علنومی ماننند اکوتوکسنیکولوژی )     های سلولی و مولکولی، بررسی فرآیندهای فیزیولوژیک، سم مکانیسم

Castano et al., 2003; Castano and Becerril, 2004; Schimer, 2006شناسنی )  (، ویروسWolf, 1988; Parameswaran et 

al., 2007 شناسنی سنرطان )   (، زیسنتClem et al., 1996; Bols et al., 2001; Abdul Majeed et al., 2013; Taju et al., 

پنروری، مطالعنات ژنتیکنی و بینان ژن      (، آبنزی Sanger, 1998; Babich and Borenfreund, 1991(، آثار زیستی پرتوها )2013

(Bols et al., 2005 ،)انسنانی )  هنای  هورمنون ، اینترفرون و بادی آنتیواکسن و ترکیباتی نظیر  ی تهیهMontero et al., 1996; 

Bols et al., 2001; Hernandez-Garcia et al., 2014 )هستند . 

کشنت سنلول بنه مطالعنه و شناسنایی       هنای  روشدرینایی اسنتفاده از    هنای  اکوسیستمدر  ها آلایندهبا توجه به گسترش  اویراً

بنابراین . (Hernandez-Garcia et al., 2014; Mogan and Darling, 1994نشانگرهای زیستی جدید کمک شایانی کرده است )

مختلن  آلایننده در    هنای  گنروه از موجودات زنده به ارزیابی ظرفینت القنا     گیری بهرهبا حداقل  توان میبا استفاده از این روش 

زمیننه بنیش از پنیش آشنکار     مشابه در اینن   های پژوهشدریایی پرداوت. بنابراین، ضرورت انجام این پژوهش و  های ارگانیسم

بیولوژی، فیزیولوژی و پزشنکی فنراهم    ی حیطهلازم برای انجام سایر مطالعات گوناگون در  ی زمینهتا با استفاده از آن  گردد می

عضنو   تنرین  کوننک بنه عننوان    هنا  سنلول کوتناه مندت بنا آلایننده در      ی مواجهنه گردد. علاوه بر این تغییرات سنلولی پنس از   

شنده و در نتیجنه اطلاعنات     هنا  سنلول عملکنرد   ی نحنوه بدن موجودات زنده، منجنر بنه شنناوت بیشنتر از      در شناوتی زیست

  .دهد میبه عنوان مدلی از جاندار در شرایط آزمایشگاهی و در محیط کشت ارائه  ها سلولساوتار  ی زمینهارزشمندی را در 

و ننام علمنی     Orange – spotted grouper انگلیسنی مور معمنولی بنا ننام    هنا   مناهی منورد مطالعنه در اینن پنژوهش      ی گوننه 

Epinephelus coioides (Hamilton, 1882 از ،)ی وانوادهو زیر 0سرانیده ی وانواده Epinephlidea اینن مناهی دارای   باشند  می .

. عنلاوه بنر   تاسن که از میزان صید بالایی نیز برووردار  شود میآبزیان ارزشمند و اقتصادی محسوب   گوشت لذیذی بوده و جز

از واورمیانه مثل کویت نینز   هایی قسمتمختلفی از این وانواده، در بسیاری از کشورهای آسیای جنوب شرقی و  های گونهاین 

مور معمنولی، تنا کننون    هنا   مناهی کبندی   های سلول(. در رابطه با کشت Assadi and Dehghani, 1997) شود میپرورش داده 

                                                           
1 Hepatocyte 
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دمنی جانندار    ی بالنه سلولی از  ی رده ی تهیهها تحقیقات صورت گرفته در این زمینه مربوط به گزارش نشده است. تن ای مطالعه

 ی رده ی تهیه( و 0112و همکاران ) Paraeswaranسلولی از نشم جاندار توسط  ی رده ی تهیه(، 0666و همکاران ) Chiتوسط 

 .  باشد می( 0118و همکاران )  Wenسلولی از مغز جاندار توسط

ی که در معرض عوامل شیمیایی و داروهای سیتوتوکسیک های سلولشمارش  برایروش کشت سلولی، در ذکر است که  لازم به

در این روش  ها سلولاز لام نئوبار استفاده نمود. بنابراین به منظور شمارش  توان می، نها نمونه، به دلیل تعداد زیاد اند گرفتهقرار 

یک روش رنگ سنجی است که بر اسناس احینا و   ، MTT(. آزمایشKemnitzer et al., 2007) شود میاستفاده  MTTاز آزمایش

آبنی رننگ    هنای  کریسنتال زرد رنگ تترازولیوم به وسیله آنزیم سوکسینات دهیندروژناز و تشنکیل    های کریستالشکسته شدن 

کنه   شنود  می 0رنگ فورومازانآبی  های کریستال. در واقع احیا و شکسته شدن این حلقه موجب تولید گیرد مینامحلول صورت 

 سنازی  آمناده . وقتی این ترکیب در محنیط محلنول نمکنی فاقند فننل رد      هستنددر زیر میکروسکوپ به راحتی قابل تشخیص 

ژناز احینا شنده و بنه    وی زنده توسط آنزیم دهیندر ها سلول. این ترکیب در میتوکندری کند می، محلول زرد رنگی تولید شود می

به رنگ بنفش بنوده و مینزان تولیند     ها کریستال. این کند میزنده رسوب  های سلولازان غیر محلول در فورم های کریستالفرم 

را  MTTی که از نظر متابولیکی فعنال هسنتند،   های سلولاز طرفی . باشد میغیر محلول متناسب با فعالیت سلول  های کریستال

ماننند   هنایی  حنلال (، که این محصول توسنط  Momeni et al., 2010) شوند میاحیا نموده و به عنوان سلول زنده در نظرگرفته 

0ایزوپروپانل اسیدی یا 
DMSO    سنازد  منی بننفش را ظناهر    -)دی متیل سولفوکسید( حل شنده و رننگ ارغنوانی (Mosmann, 

کشنندگی  جاندار در کشت سلولی و فقدان اطلاعات در رابطه با غلظنت   شناسی سم(. لذا با توجه به  عدم وجود اطلاعات 1983

(IC50 )رسید میمذکور لزوم انجام این آزمایش لازم و ضروری به نظر  ی گونهنونیل فنول در  ی آلاینده. 

 ها مواد و روش

 تهیه نمونه 

گرم، از ایستگاه تحقیقاتی ماهیان دریایی بنندر   051مور معمولی سالم به وزن تقریبیها ماهیقطعه  8حاضر تعداد  ی مطالعهدر 

( )استان ووزستان( تهیه و به صورت زنده به آزمایشگاه تحقیقات سنلولی و مولکنولی دانشنگاه علنوم پزشنکی      امام ومینی )ره

شنده و تمنام    هنوش  یبن درصند   0/1فنوکسی اتانول -0 ی وسیلهبه  ها ماهیاول،  ی مرحلهجندی شاپور اهواز منتقل گردید. در 

بعد، کبد هر ینک از ماهینان بنه صنورت      ی مرحله(. در Wen et al., 2008% ضدعفونی گردید )21سطح بدن توسط الکل اتانول

واحند در   011بنه همنراه    PBSکه حاوی محلول  ml 51استریل از بدن ماهی جدا و به لوله فالکون  کاملاًجداگانه و در شرایط 

بود، منتقل شند   Bیسین آمفوتر لیتر میلیمیکروگرم بر  05/1استرپتومایسین و  لیتر میلیواحد در  011و  سیلین یپن لیتر میلی

(Ellesat et al., 2011 سپس به منظور هضم بهتر اتصالات بافت و جداسازی .)( بنه صنورت   4، از آننزیم کلاژنناز )ننوع    ها سلول

(. در اینن  Baksi and Frazier, 1990; Mommsen et al., 1994; Pesonen and Andersson, 1997جداگاننه اسنتفاده شند )   

% آنزیم کلاژناز بود، تکان داده شدند. سنپس بنه منظنور    0/1که شامل  PBSدقیقه در دمای اتاق با  01تمرحله، بافت ها به مد

از  هنا  سنلول بهتر  جداسازی% استفاده شد و بعد از آن به منظور FBS01ونثی کردن آنزیم کلاژناز ابتدا از محیط کشت حاوی 

دقیقنه در دور   5بار و هر بنار بنه مندت     0های سلولی حاصل نیز  میکرون استفاده گردید. پلیت 21یکدیگر از فیلتری با منافذ 

rpm0511  حاصل شمارش شدند. های سلولسانتریفوژ و 

                                                           
1 Formazun 
2 Dimethyl Sulfoxid (DMSO) 
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 ها سلولارزیابی سمیت 

% رسید. به منظور جلوگیری از مرگ و اتمام منواد غنذایی منورد نیناز     21در ک  فلاسک به بیش از  ها سلولهنگامی که تراکم 

بدین منظور از آنزیم تریپسین استفاده شد. بننابراین پنس از   شدند. زی و به پلیت های جدید منتقل جداسا ها سلولبرای رشد، 

محنیط کشنت حناوی     لیتنر  میلنی  01تنا   5از ک  فلاسک، به سوسپانسیون سنلولی حاصنل مینزان     ها سلولجدا شدن تمامی 

FBS01 سپس به منظور ارزیابی آزمایش  شوند.یپسین شدن آنزیم تر غیرفعالموجود در سرم باعث  های پروتئین% اضافه شد تا

 هنا  سلولهزار سلول در هر ناهک قرار داده شد و  011ناهکی استفاده شد. برای انجام این کار تعداد  66سمیت از پلیت های 

کن    اجنازه داده شنود کنه    هنا  سنلول قرار گرفتند تا به  گراد سانتی ی درجه 01ساعت در درون انکوباتور در دمای  04به مدت 

وارج و با محنیط کشنت جدیند     L-15، محیط کشت ها سلولها را پر کنند. پس از اطمینان از پر شدن ک  ظرف توسط  پلیت

 DMSO لیتنر  میلنی بر  گرم میلی 011تازه به همراه  L-15از محیط کشت  لیتر میلی 0جایگزین شد. محیط کشت جدید حاوی 

 .(Arukwe et al., 1999; Yao et al., 2007; Shelley et al., 2012)غلظت آلاینده، در آن حل شود  ی دامنهبود تا 

 ( IC50) تعیین غلظت بازدارندگی میانی سلولی 

  IC50مور معمولی و فقدان اطلاعات در رابطه با مینزان ها ماهیدر کشت های سلولی  شناسی سمبا توجه به عدم وجود اطلاعات  

در ابتدا به منظور تخمنین   . لذارسید میعه، انجام این آزمایش لازم و ضروری به نظر مورد مطال ی گونهنونیل فنول در  ی آلاینده

(، 0112و همکناران )  Yao(، 0666و همکناران )  Arukweنونیل فنول از مقنالاتی نظینر    ی آلایندهدر  مؤثر های غلظت ی دامنه

Shelley ( استفاده شد تا در نهایت میزان زنده ماندن0100و همکاران )در محیط کشت توسط آزمنایش   ها سلولز % ا51MTT 

Mمورد مطالعنه برابنر بنا     ی آلایندهغلظتی در  ی محدوده(. بر این اساس، Mosmann, 1983محاسبه گردد )
0-01، M 

0-01 ، M
4-

01، M
5-01 ، M

6-01 ، M
M و  2-01

ل( بنه  سلو 015)با نسبت  ها سلولدر ابتدا  ،IC50در نظر گرفته شد. پس از تعیین غلظت  8-01

بعد  ی مرحلهر . دقرار داده شد گراد سانتی ی درجه 01ساعت در انکوباتور دمای  04وانه منتقل و به مدت  04های  درون پلیت

درصد از غلظت آلاینده به همراه  01و  01، 01وارج و محیط کشت جدید که حاوی  ، محیط روییها سلولو پس از نسبیدن 

 04و  00، 6، 1 هنای  زمانبه ترتیب در  ها سلولحاوی های  پلیتو شد اضافه  ها ناهکز بود، به هر یک ا DMSO% از محلول 0

 مورد بررسی قرار گیرد. ها سلولمرفولوژیک در  تغییراتتا شدند، انکوبه  گراد سانتی ی درجه 01انکوباتور و دمای  ساعت در

 نالیز آماریآ

 طرفنه  ینک مقایسه در تیمارهنای مختلن  از روش آننالیز وارینانس      و ها آنو بررسی اوتلاف بین  ها دادهجهت تجزیه و تحلیل 

one-way ANOVA  افزار نرمدر SPSS  و بنه منظنور    هنا  دادهبنین   دار معننی استفاده شد. در صورت وجنود اونتلاف    02نسخه

% 65ننان بنالای   نینز، اونتلاف در سنطح اطمی    ها بررسیاز یکدیگر از پس آزمون توکی استفاده گردید. در تمام  ها گروهتفکیک 

(15/1P˂)  افزار نرماز  ها جدولمورد پذیرش قرار گرفت. به منظور رسم نمودار و Excell, 2007    استفاده و اوتلاف بنین تیمارهنا

 با حروف الفبای انگلیسی نشان داده شد.  

 جـنتای

 (IC50)غلظت بازدارندگی میانی سلولی 
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گزارش شد. نتایج حاصل از آنالیز  M µ011یا M 4-01نونیل فنول برابر با  ی ندهآلایدر  IC50مطابق با نتایج به دست آمده، میزان 

، نمنودار حاصنل از   0در شنکل   (.˂15/1P)مختل  آلاینده بود  های غلظتبین  دار معنیاوتلاف آماری  ی دهندهآماری نیز نشان 

 است.  مورد مطالعه نشان داده شده ی آلایندهکبد در مواجهه با  های سلولمیزان بقا  

 

نونیل فنول. شیب  ی آلایندهمختل   های غلظت( در مواجهه با Epinephelus coioidesمور معمولی )ها ماهیکبد  های سلولدرصد بقا   .1شکل 

  Mغلظت دار معنیاوتلاف  ی دهنده نمودار نشان
 (. ˂15/1Pبا گروه شاهد است )4-01

  

 

شکل  :A(. M 5-01) 0پس از مواجهه با نونیل فنول در تیمار  ها سلولر میکروسکوپی از تغییرات مرفولوژیک ایجاد شده در تصاوی .2شکل 

 های سلول: D، 00کشت داده شده در ساعت  های سلول: C، 6کشت داده شده در ساعت  های سلول: Bشبه فیبروبلاستی،  های سلولطبیعی 

: d، ها سلول: دوکی و بزرگ شدن c، ها سلول: نند وجهی شدن bاز ک  فلاسک،  ها سلولدا شدن اتصال : ج a.04کشت داده شده در ساعت 

 .گرد شده های سلول: eو  ها سلولنروک شدگی، افت حجمی و جمع شدگی 
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 ی تغییرات سلولی در مواجهه با نونیل فنول مطالعه

ها در ابتدا از ک   ی نونیل فنول، سلول   آلاینده( نشان داده شده است، پس از القا4تا  0همانگونه که در شکل )

تر از سایر  بیش 0ها ایجاد شد. میزان تغییرات ایجاد شده، در تیمار  فلاسک جدا شده و تغییر در شکل ظاهری آن

های  ها، سلول تیمارها مشاهده شد. علاوه بر این با افزایش مدت زمان قرارگیری در مواجهه با این گروه از آلاینده

های فاقد آلاینده در گروه شاهد، دارای  یشتری از ک  ظرف جدا شده و اتصالات سلولی وود را از دست دادند. نمونهب

هایی که در معرض  های شبه فیبروبلاستی مشاهده شدند. سلول ساوتار طبیعی و منظم بوده و همگی به شکل سلول

تری را از وود نشان دادند. این حالت به  ها تغییرات کم ل( قرار داشتند، نسبت به سایر سلو0غلظت کم آلودگی )تیمار 

ها شروع  گیری مشاهده شد. با افزایش میزان غلظت و زمان قرارگیری در معرض آلاینده، سلول نمونه 6ویژه در ساعت 

 .به جدا شدن از ک  پلیت نموده و به صورت نند وجهی، دوکی، نروکیده، گرد و شفاف مشاهده شدند

 

  

 

(. M 5-01*0) 0پس از مواجهه با نونیل فنول در تیمار  ها سلولتصاویر میکروسکوپی از تغییرات مرفولوژیک ایجاد شده در  .3 شکل

A:  شبه فیبروبلاستی،  های سلولشکل طبیعیB :6کشت داده شده در ساعت  های سلول ،C :کشت داده شده در ساعت  های سلول

00 ،D :04عت کشت داده شده در سا های سلول، a  از ک  فلاسک،  ها سلول: جدا شدن اتصالb ها سلول: نند وجهی شدن ،c دوکی :

 گرد شده های سلول: eو  ها سلول: نروک شدگی، افت حجمی و جمع شدگی d، ها سلولو بزرگ شدن 
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-M 5) 0ل فنول در تیمار پس از مواجهه با نونی ها سلولتصاویر میکروسکوپی از تغییرات مرفولوژیک ایجاد شده در  .4شکل 

01*0 .)A:  شبه فیبروبلاستی،  های سلولشکل طبیعیB :6کشت داده شده در ساعت  های سلول ،C :کشت داده شده  های سلول

: نند وجهی شدن bاز ک  فلاسک،  ها سلول: جدا شدن اتصال a، 04کشت داده شده در ساعت  های سلول: D، 00در ساعت 

 گرد شده های سلول: eو  ها سلول: نروک شدگی، افت حجمی و جمع شدگی d، ها سلولشدن  : دوکی و بزرگc، ها سلول

 بحث   

 شنود  منی بندن جاننداران    های سلولآزاد اکسیژنی و ایجاد آسیب در بافت و  های رادیکالاکسیداتیو منجر به تولید  های استرس

(Hai et al., 1997 .)ی را از تنر  کمی قرار دارند، آسیب و تغییرات مورفولوژیکی ی از آلودگتر کمی که در معرض غلظت های سلول

شروع به جدا شدن، نند وجهنی شندن، مخروطنی شندن، کناهش حجنم        ها سلول. با افزایش غلظت آلاینده اند دادهوود نشان 

 ی ننده آلایسلولی، ایجاد انقباض، شفاف شدگی و در نهایت ایجاد اشکال نامنظم در شکل ظناهری نمودنند. در پنژوهش حاضنر     

نسبت به گنروه شناهد    ها سلول( تغییرات قابل توجهی را در شکل ساوتاری 6، )ساعت گیری نمونهمورد مطالعه، در اولین زمان 

سناعت( و در   04از وود نشان نداد. بیشترین تغییر وارد شده در شکل ظاهری هپاتوسیت ها در پاینان مواجهنه کوتناه مندت )    

M ،0بیشترین غلظنت منورد مطالعنه )تیمنار     
 تنأثیر  ی مطالعنه (، بنه  0100و همکناران )  Zacchinoمشناهده گردیند.   ( 0×5-01

حساس بنوده و در مندت    B[a]P کبد باس دریایی پرداوتند و گزارش کردند که این گونه به آلودگی های سلولبنزوآلفاپایرن بر 

 ;بینان کردنند   هنا  آن. همچننین  دهد میشان را ن ها سلولساعت پس از القا ، بیشترین میزان تغییرات مرفولوژیکی در  04زمان 

کبندی   0یک زیسنت دگرگنونی   ی مرحله های واکنش ی وسیلهمواجهه و به  ی اولیهساعت  04حداکثر میزان متابولیسم کبد در 

                                                           
1 Biotransformation  
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( نینز نتنایج   0104و همکناران )  Janz (0110 ،)Rao (0116 ،)Abdul Majeed و Weber. سایر محققان نظینر  گیرد میصورت 

بیشنتر آلایننده منجنر بنه کناهش تعنداد        هنای  غلظنت در مدت زمان و  ها سلولگزارش و بیان کردند که قرارگیری  مشابهی را

. این عوارض کند میایجاد  ها سلولزنده و اتصالات سلولی به ک  فلاسک شده و عوارضی نظیر نکروز و آپوپتوز را در  های سلول

بیش از حد هپاتوسیت ها در بافنت کبند بنه هنگنام      زدایی سمفرآیند  ی نتیجهبه دلیل عدم توانایی تولید هپاتوسیت ها و یا در 

در  (. Alderman and Clifton, 1993; Mukhopadhyay et al., 2004; Ogundiran et al., 2010) دهند  میمواجهه با سموم رخ 

 ;Pesonen et al., 1990) گینرد  منی و در کبند صنورت    CYP1Aماهیان بیشترین میزان متابولیزه کردن آلاینده در سیتوکروم 

Taysse et al., 1998 نونینل فننول نینز بنه کمنک سنیتوکروم        ی آلایننده  ی تجزیهکه  دهد می(. مطالعات نشانP450   صنورت

(. به طور کلی نندین وانواده از سیتوکروم هنا کنه   Hoffman and Oris, 2006; Bonefeld-Jorgensen et al., 2007) گیرد می

، نقش مهمی در متابولیزه کردن مواد سمی موجود در کبد باشد می CY2و  CYP1A1 ،CYP1A2 ،CYP3A4 ،CYP1B1شامل 

 دارد.

Wheeler ( نیز بیان کردند کنه قسنمت   0662و همکاران ) زیسنت   0 ی مرحلنه متنابولیزه ترکیبنات نونینل فننول در      ی عمنده

و همکناران   Arukweابق با تحقیقات انجام شده توسط . اما مطشود میدگرگونی کبدی و توسط آنزیم گلوکورونیک اسید انجام 

مسیر زیسنت دگرگنونی در سنووت سناز      0 ی مرحلهحضور  ی دهنده(، حضور متابولیت های سمی هیدروکسیله نشان 0666)

هیدروکسی نانو  6و 8( گزارش کردند حضور متابولیت های نونیل فنول هیدروکسیله )0112و همکاران ) Yeنونیل فنول است. 

و  Lee. باشند  منی فاز اول زیست دگرگونی کبدی در متابولیزه کردن ترکیبات نونیل فنول در کبند   تأثیر ی دهندهنشان  0ول(فن

را در متابولیزه کردن ترکیبات نونینل فننول    A0و ایزوآنزیم های  CYP1A( نیز در پستانداران، نقش احتمالی 0660همکاران )

( نشان داده 0111و همکاران ) Sole(. مطابق با تحقیقات انجام شده توسط Arukwe et al., 1999; Lee, 1999گزارش کردند )

 ی مرحلننهدر P363-NP (9,8 hydroxynonylphenol )شنند کننه متابولیننت هننای آزاد شننده از نونیننل فنننول، از جملننه        

ینه شندن آن توسنط    زیست دگرگونی کبدی قادر به تجمع در بدن جانندار بنوده و قابلینت تجز    0 ی مرحلههیدروکسیلاسیون 

به افزایش فعالینت میتنوزی    توان می. از جمله عوارض ایجاد شده توسط این متابولیت ها باشد میکبد بسیار محدود  های سلول

جاندار اشاره نمود. همچنین، نونیل  این تیمار شده با نونیل فنول و ایجاد تومور و سرطان دستگاه تناسلی در های موشدر رحم 

شنده و در  MCF-7 (4-(3,6-dimethyl-3-heptyl) catchol )سنلولی   ی ردهز پلی اسنتایرن منجنر بنه تحرینک     فنول آزاد شده ا

نونیل فننول پرداوتنه    ی آلاینده. در ادامه به سایر اثرات ایجاد شده توسط شود مینتیجه منجر به سرطان سینه در پستانداران 

. شنود  منی  هنا  آنو منرگ   هنا  سنلول با نونیل فنول منانع تکثینر    مواجهه ;(، گزارش کردند0114و همکاران ) Kudoشده است. 

Hughes ( علت مرگ 0111و همکاران ،)یی نظیر نونیل فنول را به دلیل اثر مهاری اینن ترکیبنات بنر    ها آلایندهتوسط  ها سلول

Ca های پمپمسیر 
 هنای  سلول mRNAدر  ERاستروژنی  های گیرنده. علاوه بر این، حضور اند کردهآندوپلاسمی بیان  ی شبکه 2+

کنه تصنور    ER ی گیرنده(. بنابراین Yadetie et al., 1999گزارش شده است ) کمان رنگین آلای قزلهیپوفیز  ی شدهکشت داده 

نظینر هیپوتنالاموس و هیپنوفیز بنه      هایی اندامبرای برقراری ارتباط اثرات استروژنیک در نونیل فنول ضروری است، در  شود می

هیپوفیز ماهی شنده و   -. لذا نونیل فنول با مسدود کردن این گیرنده منجر به اوتلال در محور هیپوتالاموسدشو میوفور یافت 

 مغزی جاندار نفوذ کند. -در نتیجه قادر است به سد وونی
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بنه   بسنیار شندیدی   هنای  آسنیب و  تنأثیرات ساعت( مورد مطالعنه،   04بنزوآلفاپایرن در مدت زمان ) ی آلایندهبا توجه به اینکه 

باعث  ها آنبسیار سمی بوده، با عبور از غشای پلاسمایی  ها سلولبه این نتیجه دست یافت که برای  توان میوارد نمود،  ها سلول

  می شود.و کاهش کارایی در بافت کبد  ها سلولایجاد تغییراتی در ساوتار و عملکرد 

تیجه مواجهه با آلاینده ممکن اسنت منانع فسفوریلاسنیون    کبدی در ن های سلولپاتولوژیک وارد شده به  های آسیبدر مجموع 

اکسیداتیو در میتوکندری و در نتیجه باعث کاهش تولید آدنوزین تری فسنفات شنده و بنه اینن ترتینب مهنار فسفوریلاسنیون        

 ی دوبناره اکسیداتیو در پی تماس با سموم، باعث افزایش میزان منرگ سنلولی شنود. در نننین شنرایطی دیگنر اکسیداسنیون        

نیکنوتین   ی وسنیله تنفسی میسر نیست. بنابراین پینروات بنه    ی زنجیرهنیکوتین آمید آدنین دی نوکلئوتید با اکسیژن از طریق 

، به لاکتات احینا شنده و بندین    شود میکاتالیز  LDHآنزیم  ی وسیلهآمید آدنین دی نوکلوئید و طی واکنش بیوشیمیایی که به 

لاکتات، فرآیند گلیکولیز در نبنود   ی وسیلهن ترکیب )نیکوتین آمید آدنین نوکلئوتید( به ترتیب از طریق اکسیداسیون مجدد ای

 (.Banaee et al., 2011) یابد میاکسیژن ادامه 

 عـمناب

Abdul Majeed, S., Nambi, K.S.N., Taju, G., Sarath Babu, V., Farook, M.A., Sahul Hameed, A.S. 

2014. Development and characterization of a new gikk cell line from air breathing fish Channa 

striatus (Bloch 1793) and its application in toxicology: direct comparison to the acute fish 

toxicity. Chemosphere. 96: 89-98. 

Abdul Majeed, S., Nambi, K.S.N., Taju, G., Sundar Raj, N., Madan, N., Sahul Hameed, A.S. 2013. 

Establishment and characterization of  permanent cell line from gill tissuse of Labeo rohita 

(Hamilton) and its application in gene expression and toxicology. Cell Biology Toxicology. 29: 

59-73. 

Alderman, M., Clifton, G. 1993. Introduction of DNA stand breakage and apoptosis in the eel 

Anguilla anguilla. Marine Environmental Research. 54: 517-520. 

Arukwe, A., Thibaut, R., Ingebrigtsen, K., Celius, T., Goksoyr, A., Cravedi, J.P. 1999. In vivo and in 

vitro metabolism and organ distribution of nonylphenol in Atlantic Salmon (Salmo salar). 

Aquatic Toxicology. 49(249): 289-304. 

Assadi, H., Dehghani, R. 1997. Atlas of biomarkers in oil spill risk assessment in the marine 

environment. Human and Ecological Risk Assessment. 12: 1192-1222. 

Babich, H., Borenfreund, E. 1991. Cytotoxicity and genotoxicity assays with cultured fish cells: a 

review. Toxicology in Vitro. 5: 91-100. 

Baksi, S.M., Frazier, J.M. 1990. Isolated fish hepatocytes-model systems for toxicology research. 

Aquatic Toxicology. 16: 229-256.  

Banaee, M., Sureda, A., Mirvaghefi, A., Ahmadi, K. 2011. Effects of diazon on biochemical 

parameters of blood in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Pesticide Biochemistry and 

Physiology. 99: 1-6. 

Bols, N.C., Boliska, S.A., Dixon, D.G., Hodson, P.V., Kaiser, K.L.E. 2005. Use of fish cell lines in 

the toxicology and ecotoxicology of fish. Piscine cell lines in environmental toxicology. 

Biochemistry and Molecular Biology Fish. 6: 44-84. 

Bols, N.C., Brubacher, J.L., Ganassin, R.C., Lee, L.E.J. 2001. Ecotoxicology and innate immunity in 

fish. Developmental Computational Immunolgiae. 25: 853-873. 

Bonefeld-Jorgensen, E.C., Log, M., Vnggaard, N.M. 2007. Endocrine-disrupting potential of 

bisphenol A, bisphenol A dimethacrylate, 4-n-nonylphenol, and 4-n-octylphenol in vitro: new 

data and a brief review. Environmental Health Perspectives. 115: 69-76.  

Castano, A., Becerril, C. 2004. In vitro assessment of DNA damage after short and long-term 

exposure to benzo[a]pyrene using PARD and the RTG-2 fish cell line. Mutation Research. 552: 

141-151. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

75
1.

13
98

.9
.2

.8
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

e.
ho

rm
oz

ga
n.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

19
 ]

 

                             9 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23222751.1398.9.2.8.9
http://jae.hormozgan.ac.ir/article-1-607-fa.html


 ...بررسی تغییرات سلولی و همکاراندرخشش 

 

88 

Castano, A., Bols, N., Braunbeck, T., Dierickx, P., Halder, M., Isomaa, B., Kawahara, K., Lee, L.E., 

Mothersill, C., Part, P., Repetto, G., Sintes, J.R., Rufli, H., Smith, R., Wood, C., Senger, H. 2003. 

The use of fish cells in ecotoxicology. American Theological Library Association Atlantic 

Universities. 31(3): 317-351. 

Chi, S.C., Hu, W.W., Lo, B.J. 1999. Establishment and characterization of a continous cell line (GF-

1) derived from grouper, Epinephelus coioides (Hamillton): a cell line susceptible to grouper 

nervous necrosis virus (GNNV). Journal of Fish Diseases. 22: 173-182. 

Clem, L.W., Bly, J.E., Wilson, M., Chinchar, V.G., Stuge, T., Baker, K., Luft, C., Rycyzyn, M., 

Hogan, R. J., van Lopik, T., Miler, N.W. 1996. Fish immunology: the utility of immortalized 

lymphoid cells-a mini review. Veterinar Immunology and Immunopathology. 54(4): 137-144. 

Cooper, R.U., Clough, L.M., Farwell, M.A., West, T.L. 2002. Hypoxia-induced metabolic and 

antioxidant enzymatic activities in the estuarine fish Leiostomus xanthurus. Journal of 

Experimental Marine Biology and Ecology. 279: 1-20. 

Ellesat, S.K., Yazdani, M., Holth, T.F., Hylland, K. 2011. Species-dependent sensitivity to 

contaminants: an approach using primary hepatocyte cultures with there marine fish species. 

Marine Environmental Research. 72: 216-224. 

Fent, K. 2001. Fish cell lines as versatile tools in ecotoxicology: assessment of cytoxicity, cytochrome 

P4501A induction potential and estrogenic activity of chemicals and environmental samples. 

Toxicology  in Vitro. 15: 477- 488. 

Hai, D.Q., Varga, S.I., Mathovics, B. 1997. Organophosphate effects of antioxidant system of crap 

(Cyprinus carpio) and catfish (Ictalurus nebulosus). Comparative Biochemistry and Physiology. 

117: 83-88. 

Hernandez-Garcia, A., Romero, D., Gomez-Ramirez, P., Maria-Mojica, P., Martinez-Lopez, E. 2014. 

In vitro evaluation of cell death induced by cadmium, lead and their binary mixtures on 

erythrocytes of common buzzard (Buteo buteo). Toxicology in vitro. 28: 300-306. 

Hughes, P.J., McLellan, H., Lowes, D.A., Zafar Khan, S., Bilmen, J.G., Tovey, S.C. 2000. Estrogenic 

alkylphenols induce cell death by Inhibitingt testis endoplasmic reticulum Ca
2+

 pumps. 

Biochemical and Biophysical Research Communications. 277: 568-574. 

Hoffman, J.L., Oris, J.T. 2006. Altered gene expression: A mechanism for reproductive toxicity in 

Zebrafish exposed to benzo[a]pyrene. Aquatic Toxicology. 78: 332-340.  

Kemnitzer, W., Drewe, J., Jiang, S., Zhang, H., Zhao, J., Crogan- Grundy, C. 2007. Discovery of 4-

Aryl-4 H-chromenes as a new series of apoptosis inducers using a cell- and caspase-based high-

throughput screening assay. 3. Structure-Activity Relationships of Fused Rings at the 7. 8- 

Positions. Journal of Medical Chemistry. 50(12): 2858-64. 

Komai, T., Shigehara, E., Tokui, T., Koga, T., Ishigami, M., Kuroiwa, C. 1992. Carriermediated 

uptake of pravastatin by rat hepatocytes in primary culture. Journal of Biochemistry and 

Pharmacology. 43(4): 667-670. 

Kudo, C., Wada, K., Masuda, T., Yonemura, T., Shibuya, A., Fujimoto, Y., Nakajima, A., Niwa, H., 

Kamisaki, Y. 2004. Nonylphenol induces the death of neural stem cells due to activation of the 

caspase cascade and regulation of the cell cycle. Journal of Neurochemistry. 88: 1416-1423. 

LeCluyse, E.L. 2001. Human hepatocyte culture systems for the in vitro evaluation of cytochrome 

P450 expression and regulation. European Journal of Pharmceutical Sciences. 13(4): 343-368. 

LeCluyse, E.L., Madan, A., Hamilton, G., Carroll, K., Dehaan, R., Parkinson, A. 2000. Expression 

and regulation of cytochrome P450 enzymes in primary cultures of human hepatocytes. Journal 

of Biochemical and Molecular Toxicology. 14: 177-188.  

Lee, H.B. 1999. Review of analytical methods for the determination of nonylphenol and related 

compounds in environmental samples. Water Quality Research Journal of Canada. 34: 3-35. 

Lee, R.C., Feinbaum, R.L., Ambros, V. 1993. The C. elegans heterochronic gene line-4 encodes small 

RNAs wiyh antisense complementarity to lin-14. Cell Press. 75: 843-854. 

Mogan, S.J., Darling, D.C. 1994. Animal cell culture. BIOS Scientific Publishers Limited. pp: 1-3. 

Momeni, H.R., Soliemani Mehranjani, M., Abnosi, M.H., Nasimi, P. 2010. Evaluation of viability in 

adult mouse spinal cord slices by MTT. Iranian Journal of Biology. 23(2): 267-274. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

75
1.

13
98

.9
.2

.8
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

e.
ho

rm
oz

ga
n.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

19
 ]

 

                            10 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23222751.1398.9.2.8.9
http://jae.hormozgan.ac.ir/article-1-607-fa.html


 9398 پاییـز، 2، شماره 9دوره            مجله بوم شناسی آبزیان                      دانشگاه هرمزگان

 

88 

Mommsen, T.P., Moon, T.W., Walsh, P.J. 1994. Hepatocytes: isolation, maintenance and utilization. 

In: Hochachka, P.W., Momrnsen, T.P. (eds.). Biochemistry and molecular biology of fishes. Vol. 

3. Analytical techniques. Amsterdam: Elsevier. pp: 355-372. 

Montero, M., Le Belle, N., Vidal, B., Dufour, S. 1996. Primary cultures of dispersed pituitary cells 

from estradiol-pretreated female liver eels (Anguilla anguilla): Immunocytochemical 

characterization of gonadotropic cells and stimulation of gonadotropin release. General and 

Comparative Endocrinology. 104(1): 103-115. 

Mosmann, T. 1983. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival application to 

proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods. 63: 55-65. 

Mukhopadhyay, I., Chowdhuri, D.K., Bajpayee, M., Dhawan, A. 2004. Evaluation of in vivo 

genotoxicity cypermethrin in Drosphila melanogaster using the alkaline comet assay. 

Mutagenesis. 19(2): 85-90. 

Ogundiran, A., Fawole, O.O., Adewoye, S.O., Ayandiran, T.A. 2010. Toxicological impact of 

detergent effluent on juvenile of African Catfish (Clarias gariepinus) (Buchell, 1822). 

Agriculture Biology. 10: 2151-7525. 

Parameswaran, V., Ishaq Ahmed, V.P., Ravi, S., Bhonde, R.P., Sahul Hameed, A.S. 2007. 

Development and characterization of two new cell lines from milkfish (Chanos chanos) and 

grouper (Epinephelus coioides) for virus isolation. Marine Biotechnollogy. 9: 281-291. 

Parkinson, A. 1996. An overview of current cytochrome P450 technology for assessing the safety and 

afficacy of new materials. Journal of Toxicology & Pathology. 24: 45-57. 

Pesonen, M., Andersson, T. 1997. Fish hepatocyte culture; an important model of xenobiotic 

metabolism and toxicity studies. Aquatic Toxicology. 39: 253-267. 

Pesonen, M., Hansson, T., Forlin, L., Andersson, T. 1990. Regional distribution of microsomal 

xenobiotic and steriod metabolism in kidney microsomes from rainbow trout. Fish Physiology 

and Biochemistry. 8: 141-145. 

Rao, J.V. 2006. Toxic effects of novel organophosphorus insecticide (RPR-V) on certain biochemical 

parameters of euryhaline fish, Oreochromis mossambicus. Pesticide Biochemistry and 

Physiology. 86: 78-84. 

Sanger, H. 1998. Fish cell lines as a tool in aquatic toxicology. Experimental and Toxicologic 

Pathology. 86: 1-38. 

Schimer, K. 2006. Proposal to improve vertebrate cell cultures to estabilish them as substitutes for the 

regulatory testing of chemicals and effluents using fish. Toxicology. 224: 163-183. 

Shelley, L.K., Ross, P.S., Kennedy, Ch.J. 2012. The effects of an in vitro exposure to 17B-estradiol 

and nonylphenol on rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) peripheral blood leukocytes. 

Comparative Biochemistry and Physiology. Part C. 155: 440-446. 

Soldatow, V.Y., LeCluyse, E.L., Griffith, L.G., Rusyn, I. 2013. In vitro models for liver toxicity 

testing. Toxicity Research. 2: 23-29. 

Sole, M., Porte, C., Barcelo, D. 2000. Vitellogenin induction and other biochemical responses in carp 

Cyprinus carpio after experimental injection with 17-a-ethynylestradiol. Archives of 

Environmental Contamination and Toxicology. 38: 494-500. 

Taju, G., Abdul Majeed, S., Nambi, K.S.N., Sahul Hameed, A.S. 2013. Development and 

characterization of cell line from the gill tissue of Catla catla (Hamilton, 1822) for toxicological 

studies. Chemosphere. 90(7): 2172-2180. 

Taysse, L., Chambras, C., Marionnet, D., Bosgiraud, C., Deschaux, P. 1998. Basal level and induction 

of cytochrome P450, EROD, UDPGT, and GST activities in carp (Cyprinus carpio) immune 

organs (spleen and head kidney). Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology. 60: 

300-305. 

Weber, L.P., Janz, D.M. 2001. Effect of B-naphthoflavone and dimethylbenz[a]anthracene on 

apoptosis and HSP70 expression in juvenile channel catfish (Ictalarus punctatus) ovary. Aquatic 

Toxicology. 54: 39-50.  

Wen, C.M., Lee, C.W., Wang, C.S., Cheng, Y.H., Huang, H.Y. 2008. Development of two cell lines 

from Epinephelus coioides brain tissue for characterization of betanodavirus and megalocytivirus 

infectivity and propagation. Aquaculture. 278: 14-21. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

75
1.

13
98

.9
.2

.8
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

e.
ho

rm
oz

ga
n.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

19
 ]

 

                            11 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23222751.1398.9.2.8.9
http://jae.hormozgan.ac.ir/article-1-607-fa.html


 ...بررسی تغییرات سلولی و همکاراندرخشش 

 

89 

Wheeler, T.T., Heink, J.R., LaTorre, M.R., Janes, A.B. 1997. Mass spctral characterization of p-

nonylphenol isomers using high-resolution capillary GC-MS. Journal of Chromatographis 

Science. 35: 19-30. 

Wolf, K. 1988. Fish Viruses and fish viral disease. Cornell University Press, New York. Ithaca. pp: 

83-114.Yadetie, F., Arukwe, A., Goksoyr, A., Male, R. 1999. Induction of hepatic estrogen 

receptor in juvenile Atlantic salmon in vivo by the environmental estogen, 4-nonylphenol. 

Science of the Total Environment. 233: 301-310. 

Yao, G., Ling, L., Luan, J., Ye, D., Zhu, P. 2007. Nonylphenol induces apoptosis of Jurkat cells by a 

caspase-8 dependent mechanism. International Immunopharmacology. 7: 444-453. 

Ye, X., Bishop, A.M., Needham, L.L., Calafat, A.M. 2007. Identification of Metabolites of 4-

nonylphenol isomer 4-(3, 6- Dimethyl-3) phenol by rat and human liver microsomes. Division of 

Laboratory Sciences, National Cancer for Environmental Health, Centers for Disease Control and 

Prevention, Atlanta, Georgia. 33: 1269-1274. 

Zacchino, V., Centoducati, G., Narracci, M., Selvaggi, M., Santacroce, M.P. 2013. Effect of 

Benzo[a]Pyrene on Gilthead sea bream (Sparus aurata L.) hepatocyte exposed in vitro to short 

and long trials. Italian Journal of Animal Science. 12: 1-17. 

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

75
1.

13
98

.9
.2

.8
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

e.
ho

rm
oz

ga
n.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

19
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            12 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23222751.1398.9.2.8.9
http://jae.hormozgan.ac.ir/article-1-607-fa.html
http://www.tcpdf.org

