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  : چکیده 
از خانواده پیکورناویریده و از جنس کاردیوویروس ها بوده واز نتایج تکثیر این ویروس   EMCVویروس  :زمینه وهدف

در مطالعاتی نظیر سنجش مقادیر اینترفرون ها وتعیین فعالیت زیستی آنها وتحقیقات L929 و  A549 در رده هایی نظیر
در دو رده  EMCVاین تحقیق با هدف بررسی مقایسه اي تکثیر ویروس . دد دیگر به کثرت به کار گرفته شده استمتع

  .انجام شد EMCV براي تعیین پایه سلولی مناسب تربراي تکثیر ویروس L929و A549 سلولی 
شبانه روز  5 به مدت L 929و  A549در این مطالعه پس از تعیین و مقایسه کینتیک رشد دو رده سلول : روش بررسی

 5پس از گذشت )  (CCID50 تعیین تیتر  ویروس با EMCتحت شرایط یکسان، تاثیر نوع رده سلولی در تکثیر ویروس 
با تلقیح ویروس ازیک استوك مشابه ویروسی با غلظت هاي مختلف در  L 929و  A549 شبانه روز  در هر رده سلولی

توسط دستگاه الایزا ریدر OD  و سنجش MTTونهایتاً رنگ آمیزي    Reed-Muenchهر رده به صورت مجزا  با روش
  .انجام گرفت

ساعت اول پس از تلقیح 24در  A549 در رده سلول   Reed_Muench,به روش تیتر ویروس به دست آمده   :یافته ها
 /CCID50 10 5/3این مقدار به L929     و درمقابل در رده سلول   CCID50/ ml 10 5/1  ویروس به سلول از یک استوك مشابه،

ml    افزایش یافت و به همین ترتیب در روز هاي بعدي مقادیر تیتر ویروس بیشتري در رده L929 تیتر . گزارش شد
 L929متوقف در صورتی که تکثیر ویروس در رده    CCID50/ ml 10 5/3در مقدار    A 549ویروسی در روز سوم در رده 

، رنگ CPE وپس ازمطالعه میکروسکوپی   ثابت شد   CCID50/ ml  10 5/6داشت وپس از آن در مقدار  تا روز چهارم ادامه
 L929 براي رده CCID50/ ml  10 5/6و A 549 براي رده  CCID50/ ml 10 5/3و تیتر  ویروسی انجام شد MTTآمیزي 

  .دیده شد گزارش شد، که مشابهت زیادي بین  تیتر ویروسی محاسبه شده از هر دو روش
کینتیک  L929رده سلولی . را دارا می باشد A549 و  L929قابلیت رشد در دو رده   EMCVویروس :نتیجه گیري 

نسبت به رده   EMCVبراي تکثیر ویروس L929 رده سلولی. داراست  A549رشد سریع تري نسبت به رده سلولی 
A549 را نشان می دهد و براي تکثیر ویروس  از قابلیت بیشتري برخوردار است وتیتر ویروسی بالاتري EMCV 

مناسب تر است این امربرا ي جلوگیري از هدر رفت هزینه و زمان وانرژي در مطالعات وابسته به تکثیر این ویروس نظیر 
تعیین عیارملکولهاي دارویی مهم در درمان بیماریها ضروري به نظر می رسد شایان ذکر است که تاکنون مطالعه مشابهی 

  .این زمینه صورت نگرفته است در
  اثرات سایتوپاتیک – A549 –L929 -آنسفالومیوکاردیتیس ویروس: واژه گان کلیدي
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  : مقدمه
و از  2عضوي از جنس کاردیوویروس  1EMCVویروس 

 30-20اندازه اي در حدود )1(،  3خانواده پیکورناویریده
که  RNAنانومتر داشته و داراي تقارن مکعبی و یک رشته 

جوندگان ) 3(و )2. (نوکلئوتید طول دارد 7200در حدود 
به عنوان یک میزبان عادي و طبیعی براي ویروس 

EMCV در هنگام تکثیر درون  )4( .به شمار می روند
به طور مداوم به عنوان  EMCویروس  RNAسلول ها 

منفی  RNAالگو براي ترجمه خاص ویروس و سنتزرشته 
ر به رشد در سلول قاد EMCویروس . عمل می کنند 

و ) رده فیبرو بلاست موشی(L929هاي متفاوتی اعم از 
A549 )و سلول هاي ) سلولهاي سرطانی ریه انسان
HelaوBHK   4بوده و اثرات سایتوپاتیک(CPE)  را بر

از تکثیر ).5(اثر تکثیر خود در این سلول ها بروز می دهد
در رده هاي سلولی مختلف به ویژه و به  EMC ویروس

در آزمایشاتی  A549و  L929رت بیشتر در رده هاي صو
، سنجش مقادیر  CPE Antiviral Assayنظیر 

اینترفرون، تعیین فعالیت زیستی بسیاري از ترکیبات و 
تحقیقات کاربردي متعدد دیگرکه جهت ارزیابی نتایج اخذ 
شده با استفاده از تکثیر ویروس ورده هاي مذکور به کثرت 

از سویی دیگراین ویروس به . ستبه کار گرفته شده ا
در مطالعات گوناگون  براي  Gold Standardعنوان یک 

تعیین فعالیت بسیاري از ترکیبات مهم مورد استفاده براي 
ها نظیر تعیین فعالیت سرمی اینترفرون در درمان بیماري
، بررسی فعالیت ضد ویروسی  (MS) )6(بیماران مبتلا 

(Organoselenium) دیدي که در مقابل ج ترکیبات
کنند به هاي بیماري زا وقارچ و ویروس فعالیت میباکتري

 از آنجا که جهت انجام آزمایشات. کار گرفته شده است

CPE Antiviral Assay  براي سنجش فعالیت
 بیولوژیک اینترفرون ها نیاز به کشت وتکثیر ویروس

EMC  در رده هاي سلولی مختلف به ویژه  در رده هاي
L929 و A549  است لذا در این مطالعه بررسی مقایسه

                                                        
1 Encephalomyocarditis virus  
2 Cardiovirus 
3 Picornaviridea 

 Cytopathic effect 4  

به  L929و  A549اي رشد این ویروس در دورده سلولی 
منظور تعیین رده سلولی مناسب تر براي تکثیر ویروس و 

نتایج این مطالعه می تواند . مقایسه تیتر ویروس بررسی شد
به تحقیقات گوناگونی که براي این ویروس خصوصاً 

ل هاي مهم دارویی صورت می جهت تعیین عیار ملکو
  .گیرد کمک شایانی نماید

  آزمون آماري 
هر یک از آزمایشات مربوط به بررسی کینتیک رشد دو بار 

 6و آزمایشات مربوط به تلقیح ویروس به رده هاي سلولی
و  Spss  بار در این تحقیق تکرار شد وسپس با نرم افزار

 و آزمون  General Linear Model روش

Repeated Measures محاسبات آماري بر روي داده ها
  .انجام شد و نتایج مورد بررسی قرار گرفت

  
  : مواد وروشها

در این مطالعه پس ازتهیه رده سلولهاي مذکور وویروس 
EMCV  ازکلکسیون سلولی وویروسی دانشکده
تعیین کینتیک رشد دو  مقایسه و،دانشگاه تهران داروسازي

شبانه روز تحت  5دت به م L 929و  A549رده سلول 
تاثیر  انجام شد سپس RPMIشرایط یکسان ودرمحیط 

باتعیین تیتر  EMCنوع رده سلولی در تکثیر ویروس 
ویروس در هر رده سلولی به صورت مجزا وبه 

 وسنجش  MTTورنگ آمیزي    Reed-Muenchروش
ODانجام گرفت.  

  A549و L929 بررسی کینتیک رشد سلول  
یپسینه کردن فلاسک حاوي رده در این مرحله پس ازتر

، شمارش سوسپانسیون سلولی A549, L929سلولی 
سلول  500000به مقدار  cm2 25فلاسک  5انجام شدو در 

به صورت مجزا کاشته شد و بعد از اضافه کردن مقدار 
محیط کشت مناسب به سوسپانسیون سلولی در هر 

ساعت  24فلاسک، به داخل انکوباتور انتقال یافت و هر 
یکبار فلاسک ها از لحاظ رشد مشاهده و پس از مشاهده 

ساعت یک بار یکی از فلاسک ها  24کلی فلاسک ها هر 
تریپسینه شد و به روش شمارش سلولی تریپان بلو، 
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میلی لیتر انجام گرفت و پس از آن تعداد کل 1شمارش در 
  .سلول موجود درهر فلاسک محاسبه شد

   MOIتعیین 
Multiplicity of infection )MOI ( عبارت از نسبت

تعداد ذرات ویروسی به تعداد سلول ها در هنگام  
براي .تلقیح،که این مقدار معمولاً یک مقدار کسري می باشد

تعیین   MOIبه دست آوردن یک تیتر مناسب از  ویروس، 
 7به عنوان مثال اگر تیتر ویروس در نمونه استوك اولیه.شد
10    l     CCID50/ m7/0گاه مقدارباشد هر ml    از این

وتمام  برسانیم ml 7استوك را با محیط کشت به حجم 
این حجم را به فلاسک سلول تلقیح کنیم در این صورت  

که این  ذره ویروسی به فلاسک تلقیح شده است  7× 106
تعداد تقسیم برتعدادسلول موجود در فلاسک برابر با 

  .می باشد)  MOI( مقدارعددي 
و کشت  L929و  A549ه هاي سلولی کشت مجدد رد

  ویروس
به صورت L929  وA549 فلاسک از هر رده سلولی  3

سلول در هر  200000مجزا که در هر کدام به مقدار 
از قبل کاشته شده بود، پس از تشکیل   cm 2  25فلاسک

 یک مونولایر در سطح فلاسک ها به وسیله محیط 

RPMI 10  7ر آن از نمونه استوك اولیه ویروس که تیت   
CCID50/ mlتهیه شد - 3و - 2و -1هاي لوگاریتمی بود،رقت .

 106بدین ترتیب سوسپانسیون هاي ویروسی با غلظت 
بدست آمده و  در مراحل بعد  CCID50/ ml     10 4و 105و

میلی لیتر به هر  7از این سوسپانسیون هاي ویروسی مقدار 
نه تلقیح شد وگرمخا  cm2  25 فلاسک کشت سلولی 
ساعت یکبار سلول ها  از  24هر . گذاري صورت گرفت 

درصد سلول  70بررسی شد چنانچه در بیش از  CPEنظر 
مشاهده شد دلیل بر رشد کامل ویروس است و  CPEها 

فلاسک سریعاً به فریزر   CPEدرصد  70پس از مشاهده 
هاي انتقال داده شد، در این صورت تمامی ویروس - 80

  .حیط مایع رویی آزاد و شناور شدندداخل سلول ها در م
  شمارش ویروس ها

 25000اي مقدار خانه 96پلیت  6در این مرحله در داخل 
در هر چاهک کاشته شد و پس از گذشت  A549سلول 

ساعت، هنگامی که سلول ها به کف ظرف چسبید  24

 - 80فلاسک هاي حاوي سلول و ویروس را از فریزر 
شد تا به آرامی ذوب خارج شدو در محیط قرار داده 

به  600سپس ، محتویات داخل فلاسک  با دور  .گردد
پس از سانتریفیوژ، مایع . دقیقه سانتریفیوژ شد 10مدت 

رویی را از رسوب و باقی مانده هاي سلولی جدا ساخته 
( هاي متوالی مختلف شد، از ویروس مورد نظر رقت

ت متوالی براي تهیه رق(تهیه کردیم )  10  -10تا  10 -1رقت
میکرولیتر محیط کشت  900میکرولیتر از ویروس  با  100

میکرولیتراز هر رقت  ویروس را  100سپس ).مخلوط شد
افزوده شد و مجدد  A549چاهک حاوي سلول  6به 

ساعت یکبار سلول  24هر . گرمخانه گذاري انجام گرفت
چاهک هاي .  بررسی شد و نتایج ثبت شد CPEها از نظر 

منفی   CPEمثبت وچاهک هاي فاقد  را CPEحاوي 
تعداد  Reed_Muenchگزارش شدو با استفاده ازفرمول 

در نهایت رنگ . کل ویروس موجود در نمونه محاسبه شد
شبانه روز  به روش رنگ  5آمیزي پلیت ها پس از گذشت 

توسط دستگاه الایزا ریدر  ODوسنجش  MTTآمیزي 
 570نوري  هاي زنده در جذبانجام گرفت و درصد سلول

 نانومترسنجیده شدو مقایسه نتایج جذب نوري با روش

Reed_Muench انجام گرفت.   
  

  : یافته ها
در   A549,L929در مطالعه کینتیک رشد سلول هاي

مشاهده می شود، تعداد سلول  1-در نمودار RPMIمحیط 
 )    hrs(برابرشد 2ساعت یک بار  24هر  A549هاي 

Doubling Population Time=24   وپس از گذشت
شبانه روز سلول هاي موجود در فلاسک به صورت یک  4

تک لایه، که کاملاً کف فلاسک را پوشانده بود مشاهده 
روز می  4شد، بنابراین بهترین زمان براي پاساژ دادن سلول 

. باشد که سلول در انتهاي فاز لوگاریتمی رشد می باشد
برابر  5/2ساعت یک بار 24هر  L929 تعداد سلول هاي

 Time Population =Doubling   (19.5hrs(  شده 

شبانه روز سلول هاي موجود در  3و پس از گذشت  
فلاسک به صورت یک تک لایه ،که کاملاً کف فلاسک را 

بنابراین بهترین زمان براي . پوشانده است مشاهده شد
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روز می باشد وپس از گذشت L929 ،3پاساژ دادن سلول 
ه روز سلول ها به تدریج از حالت تک لایه شبان 3بیشتر از 

کینتیک  بنابراین  در بررسی مقایسه اي.خارج می شوند 
نسبت به رده   L929   این دو رده سلولی، رده سلولی 

زمان . از رشد وتکثیر بیشتري برخوردار بود A549سلولی 
ساعت به  24حدود  A 549 برابر شدن جمعیت سلولی 2

  .دست آمد 

  
  

 
روز  5سلول طی مدت  500000با تلقیح اولیه  RPMIدر محیط   A549و    L929رشد رده هاي  سلولی  کینتیک - 1نمودار 

  .CO2درصد  5درجه در انکوباتور حاوي  37گرمخانه گذاري در دماي 
  
 
 

هاي ویروسی حاصل از تلقیح نتایج تیتراژ سوسپانسیون
   با L929 و  A549براي ) MOI  )01/0ویروس با 

MOI )003/0(   
درجه در  37روز گرمخانه گذاري در دماي  5پس از  

  MTTبه روش  درصد قرائت شده 5انکوباتور حاوي 
 AوL929 در این مطالعه فلاسک هاي ، OD وسنجش 

آلوده شدند  CCID50/ ml    103که با غلظت ویروسی  549
ساعت در  48در سلول ها بیشتر از CPE پس از مشاهده 
سلول ها دچار % 100ري شد به طوریکه انکوباتور نگه دا

CPE   70شدندواز میزان %CPE  گذشت وپس از آن تیتر
 .نشان داده شده است  -2در نمودار  ، ویروسی انجام شد

از میزان  همان طور که گزارش شد در فلاسک هایی که
70%   CPE در انکوباتور گرمخانه  درسلول ها گذشته و

هاي متوالی از ویروس گذاري شدند و پس از تهیه رقت 
تکثیر یافته وتیتر آن ،سلول ها دچار آلودگی نشدند، چون 
همواره براي ایجاد ضایعات سایتو پاتیک در سلول نیازمند 
ویروس فعال می باشد وویروس تا زمانی که درون سلول 
می باشد قادر به ایجاد ضایعات سایتو پاتیک بوده و بعد از 

مایع رویی غیر فعال می خروج از سلول وشناور شدن در 
وفریز ویروس  CPE% 70گردد، بنابراین زمان تشخیص 

 .در کشت ویروس بسیار مهم می باشد
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) MOI003/0  (با  L929 و  A549براي ) MOI  )01/0هاي ویروسی حاصل از تلقیح ویروس با تیتراژ سوسپانسیون - 2نمودار 
حاوي ویروس ونگهداري طولانی تر فلاسک در انکوباتور در  در فلاسک CPE درصد  70پس از گذشت مرحله تشخیصی 

،هیچ گونه رشد OD وسنجش  MTTروز گرمخانه گذاري پس ازرنگ آمیزي 5پس از  CO2 درصد  5درجه و حاوي  37دماي 
  ویروسی  در دو رده سلولی مشاهده نشد

  
-Reedبه روش  تکثیر یافته محاسبه تیتر ویروس

Muench  
با  EMCی لیترسوسپانسیون ویروس میل  7پس ازتلقیح  

به صورت  CCID50/ ml   10 6و  10 5غلظت ویروسی
، بعد از گذشت A549هاي رده سلولی جداگانه به فلاسک

مشاهده اما هنوز ضایعات سایتو پاتیک  ساعت آثار  24
سلول هاي آلوده نشده نیز مشاهده شد، این مرحله از 

ست زیرا از اهمیت بالاي برخوردار ا CPE  تشخیص
ویروس تکثیر یافته تا زمانی که در داخل سلول می باشد به 
صورت فعال بوده و بعد اززمان کوتاهی پس ازخروج 

اما .ازسلول به تدریج می تواند به فرم غیر فعال در می آید 
ساعت اولیه پس از  12، در حدود  L929در  رده سلولی 

وضوح  آثار سایتوپاتیک به L929  تلقیح ویروس به سلول
از سرعت A549 در سلول ها مشاهده شد که در قیاس با 

 24-20بعد از گذشت .تکثیر ویروس بالاتري برخوردار بود
پس ازتیتر ویروس در .رسید CPE 70%ساعت سریعاً به 

ساعت تنها   24پس از گذشت   A549 رده سلول 
ضایعات سایتو پاتیک مشاهده  10 - 1هاي رقتدرچاهک

- پس از تلقیح ویروس درچاهک ساعت 48شد وپس از 

مثبت مشاهده شد وپس از CPE  10  -2و 10 -1   هاي
ودرنهایت پس  10 -3ساعت چاهک هاي رقت 72گذشت 

شبانه روز تکثیر ویروسی بیشتري دیده نشد  5از گذشت 
وثابت باقی ماند، این در حالی است که رده سلولی  

L929  ساعت پس از تلقیح ویروس 24پس از گذشت
، تا  A549شبانه روز تکثیر ویروس در  5ل با گذشت معاد
مثبت گزارش شد ودر نهایت در روز   CPE  10 -3رقت

مقدار تیتر ویروس به دست .پیش رفت 10 -6پنجم تا رقت
 A549 در رده سلول   Reed_Muench,به روش آمده 

روس رقتی از وی( ساعت اول پس از تلقیح ویروس،24در 
آلوده A 549 سلول ها در رده سلولی %50که می تواند 

و درمقابل در رده    CCID50/ ml   5/1 10 CCID50/ ml )کند  
   CCID50/ ml 10 5/3این مقداربه L929 سلول دیگر یعنی 

افزایش یافت وبه همین ترتیب در روز هاي بعدي مقادیر 
 تیتر. گزارش شد L929 تیتر ویروس بیشتري در رده 
 10 5/3در مقدار    A 549ویروسی در روز سوم در رده 

CCID50/ ml    متوقف در صورتی که تکثیر ویروس در رده
 5/6دیگرتا روز چهارم ادامه داشت وپس از آن در مقدار     

10  CCID50/ ml   1-وجدول  3- نمودار  که در ثابت شد 
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کلیه پلیت هابه CPE وپس ازقرائت . گزارش شده است
شد وجذب نوري توسط   MTTرنگ آمیزي روش  

سنجیده شد،  نانومتر 570دستگاه الایزا ریدر در طول موج 

که مشابهت زیادي بین  تیتر ویروسی محاسبه شده حاصل 
از مطالعه چشمی ونتایج جذب نوري توسط دستگاه الایزا 

  .نشان داده شده است 1-ریدر دیده شدکه در جدول 
 
  

 ، در محیط A549و     L929 دررده هاي سلولی  Reed-Muenchبه روش ) CCID50/ ml  (مقادیرتیتر ویروس  -1جدول

RPMI درصد  5درجه در انکوباتور حاوي     37در زمانهاي مختلف گرمخانه گذاري در دمايCO2 .  
 

Time(h) 

 Virus titr 
A549 Cell 

line  ( CCID50/ 

ml) 

 Virus titr  
L929 Cell line  

(CCID50/ ml) 

 

24    10  5/1      10  5/3      

48  10  5/2     10  5/4
      

72  10  5/3     10 5/5
       

96  10 5/3    10 5/6       

120  10  5/3    10 5/6      

  
 در دو رده سلول  نتایج تیتر مشابهی از تکثیر ویروسA 549 و L929  37روز گرمخانه گذاري در دماي  5پس از گذشت 

گزارش   Reed-Muenchنسبت به روش  ODوسنجش   MTTپس ازرنگ آمیزي CO2 درصد  5نکوباتور حاوي درجه در ا
  .شد
  

.  
 در محیط  L929و A549  در دو رده سلول Reed-Muench محاسبه شده به روش  (CCID50)تیتر ویروس  -3نمودار    

RPMI درصد  5ي درجه در انکوباتور حاو 37روز گرمخانه گذاري در دماي  5طی مدت. CO2   
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هاي ویروسی حاصل از تلقیح نتایج تیتراژ سوسپانسیون
  با  L929   و A549براي ) MOI  )1ویروس با 

MOI )3/0(  
درجه در  37روز گرمخانه گذاري در دماي  5پس از 

  MTTبه روش قرائت شده درصد  5انکوباتور حاوي 
  10 -6تا رقت ویروسی  L929رده سلولی ،OD وسنجش 

بود که در قیاس با جذب 1اراي جذب نوري کمتر از د

نشان دهنده مرگ سلولی ) 1بالاتر از (نوري سلول کنترل 
می باشد در حالیکه در رده سلول  EMC توسط ویروس 

A549  10 -3این مرگ سلولی توسط ویروس تا رقت 
دیده شد ودر رقت هاي پایین تر ویروس آلودگی مشاهده 

نشان داده شده  الف  -4نمودار این موضوع در . نگردید 
  .است 

  

  

  
  )الف

  
  )ب

  (با L929  و A549براي ) 1(  MOIهاي ویروسی حاصل از تلقیح ویروس با تیتراژ سوسپانسیوننتایج ) الف-4نمودار

MOI3/0 ( درصد  5درجه در انکوباتور حاوي  37روز گرمخانه گذاري در دماي  5پس از CO2 پس ازرنگ آمیزيMTT  
  (با L929 و  A549براي ) 1/0(  MOIهاي ویروسی حاصل از تلقیح ویروس با تیتراژ سوسپانسیون نتایج )بOD وسنجش 

MOI03/0 (     درصد  5درجه در انکوباتور حاوي  37ر دماي روز گرمخانه گذاري د 5پس از CO2  پس ازرنگ آمیزيMTT  
  .ODوسنجش 

 35/ ...و براي تکثیر ویروس  L929 و  A549مقایسه رده سلول هاي 
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هاي ویروسی حاصل از تلقیح نتایج تیتراژ سوسپانسیون  
  با L929 و  A549براي ) MOI  )1/0ویروس با 

MOI )03/0(   
درجه در  37روز گرمخانه گذاري در دماي  5پس از  

  MTTبه روش  درصد قرائت شده 5انکوباتور حاوي 
روس نیزرده سلولی در این رقت از وی،OD وسنجش 

A549  مرگ سلولی گزارش شد ولی در  10 -3تا رقت
ومرگ سلولی  گزارش نشد این   CPEرقت هاي پایین تر 

 10 -6تا رقت  L929در حالی است که در رده سلول 
مرگ سلولی گزارش شد که حاکی از تکثیر بیشتر ویروس 

EMC این موضوع در نمودار  در این رده سلولی می باشد
  .نشان داده شده است  ب -4

  
  : بحث ونتیجه گیري

. هاازاهمیت ویژه اي برخوردار استامروزه مطالعه ویروس
هاباعث بروز بیماري ها یا پیشرفت برخی سرطان ویروس

ها شده از سویی دیگربعضی ویروس ها به علت داشتن 
پتانسیل هاي کاربردي ویژه ومفید نظیرساخت وکتور هاي 

ین هاي گوناگون،فاژ تایپینگ ،منابع ژنی براي تولید پروتئ
آنزیمی مناسب براي بسیاري از مطالعات ،عوامل ضد 

  .باکتریایی و غیره مورد مطالعه و بررسی قرار گرفته اند
از سویی دیگر بسیاري از اطلاعات پایه و اساسی زیست 
شناسی سلولی و ملکولی وسرطان از مطالعات همراه 

طور مداوم یافته هاي باویروس به دست آمده است و به 
جدیدي در مورد اثرات مفید آنها گزارش می شود طبق 

به عنوان یک سویه  EMCVمقالات منتشر شده ویروس 
استاندارد براي مطالعات مکانیسم هاي ملکولی تکثیر 

در تحقیقات  gold standard ویروسی وبه عنوان یک 
 از تکثیر ویروس) 7.(گوناگون استفاده گردیده است

الومیوکاردیتیس در رده هاي سلولی مختلف به ویژه و آنسف
در  A549و  L929به صورت بیشتر در رده هاي 

، سنجش مقادیر Antiviral Assayآزمایشاتی نظیر 
اینترفرون، تعیین فعالیت زیستی بسیاري از ترکیبات مهم 
براي درمان و تحقیقات کاربردي متعدد دیگر براي مقایسه 

شده به کثرت استفاده شده است و ارزیابی نتایج اخذ 
   .)9(و)8(

، L929 وA549در بررسی کنیتیک رشد دو رده سلول 
برابرافزایش 5/2ساعت در حدود 24هر  L929رده سلول 

 Time 19.5hrs= Doubling (رشد نشان داد
Population  ( ولی در رده سلولی A549 ساعت  24هر

    Time= 24 hrs(ه شدبرابر تکثیر سلولی دید 2

(Doubling Population  . سلول هاي فیبروبلاست
در تشکیل یک A549موشی بسیار سریعتراز رده سلول 

در فلاسک رشد می کنند  (monolayer)لایه سلولی
شبانه روزسلول ها پاساژداده  3وپس ازگذشت حدود 

علاوه براین، نتایج این تحقیق نشان داد که .شد
سان براي هر دو آنسفالومیوکاردیتیس ویروس در شرایط یک

ازلحاظ زمان، دما، محیط A549 وL929  رده سلولی 
کشت سلول، رقت ویروس تلقیح شده به سلول، رشدو 

از خود نشان داد  L929تکثیر بیشتري را در رده سلولی 
 5پس از گذشت ) (CCID50به طوریکه تیتر ویروسی 

  CCID50/ ml  10 5/6، بهL929شبانه روز در رده سلولی 
در   A549ن در حالی است که براي رده سلول رسید ای

. مشاهده شد CCID50/ ml 10 5/3 تیتر ویروسی  همین شرایط
قابلیت   L929مطابق با یافته هاي مذکور رده سلول 

به صورت  .داراستEMC بیشتري براي تکثیر ویروس 
 L929و A549مشابه تا کنون مقایسه رده هاي سلولی 

نگرفته است اما صورت  EMCبراي تکثیر ویروس 
تحقیقات متعددي در زمینه هاي ذیل با استفاده از تکثیر 

انجام شده  L929وA549 این ویروس و دورده سلولی 
  :است

 Lam وهمکارانش در تعیین مقدار آنتی بادي هاي خنثی
 Multipleکننده براي اینترفرون بتا در بیماري 

Sclerosis و قیاس نتایج، با استفاده از سلول هاي 

A549وتکثیرویروسEMC  10(صورت گرفته است.( 

Robert  نیز براي اصلاح روش هاي تهیه و خالص سازي
ترکیباتی نظیر اینترفرون بتا  جهت تعیین فعالیت ضد 

استفاده  L929/EMCV CPE Assayویروسی آنها از 
و همکارانش در تحقیقات Hartly ، همچنین) 11(کرد

فعالیت ضد ویروسی براي تعیین  نوین درمانی ضد ویروس
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در حضور  A549در رده سلولی  EMCVاز نتایج تکثیر 
 درمطالعه اي دیگر) 12. (ترکیبات آزمایشی به کار گرفت

Antonio و گروهش در تعیین فعالیت زیستیβ hIFN- 
 EMCسرمی به وسیله توانایی نمونه ها از آسیب ویروس 

وتحقیقات متعدد )13(بهره جست   Assay CPEدر 
 که با استفاده از این ویروس ودو رده سلولی دیگري 

L929وA549 بنابراین تعیین رده .صورت گرفته است
سلولی مناسب تربراي رشد ویروس و شرایط بهینه 

در دو رده سلولی مذکورکمک  EMCرشدوتکثیرویروس 

شایانی در عدم هدر رفت هزینه وانرژي در مطالعات 
  .وابسته دارد

  تشکر و قدردانی
ه از مسئولان محترم آزمایشگاه گروه کنترل غذا بدین وسیل

و دارو دانشکده داروسازي دانشگاه علوم پزشکی تهران که 
در اجراي این پروژه به ما یاري رساندند، قدردانی می 

   .شود
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