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  Vero سلولی رده بقاي تعیین در و تریپان بلو MTT دو روش مقایسه

 HSV-1در آلودگی با 

 

 5يفی، زهره شر0، فرحناز بینشیان3 تهمینه اکبرزاده،  6زهرا نورمحمدی ،8مهسا زمانیان
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

آزمایش  دمور همادبرای کاربرد  حاصله نتیجه و مهـم است سـلولي های همطالع در سلولي بقای ارزیابي
 همبستگي گردد و وجـود مي استفاده سلولي ارزیابي بقای برای مختلفي های روش امروزه از. کننده است تعیین

 بر بقای HSV-1 بررسي اثرات ویروسبرای   Veroاز سل لاین ،. در این مطالعهاست اهمیت دارای ها روش بین
 MTT سـنجي رنگ حساس هـای از روشبا استفاده  HSV-1آلودگي با  از پس سلولي بقای .استفاده شدسلولي 

 .مورد بررسي قرار گرفت Veroبر روی سل لاین  بلو تریپان و
 ها مواد و روش

با رقت های لگاریتمي طي  HSV-1آلوده به ویروس  Vero سلولي رده پذیرفته بر روی انجام مطالعه کیفي
توسط  سلولي ماني زنده انجام گرفت و سپسسرم جنین گاوی  %6حاوی  DMEM سـاعت در محیط 60مدت 
 60 و 81 و 1و 0و 1و فواصل زماني  81-5تا  81-8 های تریپان بلو در رقت و  MTTهای رنگ سنجي روش

 .گردید استفاده سنجش یبقا منحني رسم جهت بقا درصـد و شد بررسيساعت 
 ها يافته
با  HSV-1سلول با ویروس  TCID50درصد آلودگي  51های مختلف ویروسي جهت تعیین دوز  رقت

لیتر به عنوان کنترل با  گرم بر میلي میلي 51هم چنین داروی آسیکلویر با غلظت  .میکروسکوپ اینورت انجام شد
همبستگي خطي،  ؛بلو، مقایسه شد. نتایج تحلیل رگرسیون بقای سلولي، نشان داد و تریپان MTTهای  روش

بلو همبستگي وجود داشت  و تریپان MTTهای  ها مشاهده شده است یعني بین روش مثبت و معنادار بین روش
(118/1 p<  ،9/1 r=.) 

 ينتيجه گير
قابل  بلو و نتایج روش تریپان بـوده قابل استفاده سـلولي بقای تعیـین بـرای روش دو هر دادند، نشان نتایج

 .باشد مي MTT تایید با روش
 ، بقاتریپان بلو ، HSV-1 :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 

 99/ 12/8: تاريخ دريافت
 22/22/99: تاريخ پذيرش

 گروه زيست شناسی واحد علوم و تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامی ـ تهران ـ ايرانژنتیک مولکولی ـ  PhDدانشجوی   -2
1- PhD شناسی واحد علوم و تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامی ـ تهران ـ ايران ژنتیک مولکولی ـ استاد گروه زيست 
3- PhD رانيتهران ـ تهران ـ ا یدانشگاه علوم پزشک یدانشکده داروساز يیدارو یمیـ استاد گروه ش يیدارو یمیش 
 4-  PhDرانيسمنان ـ سمنان ـ ا یدانشگاه علوم پزشک یدانشکده پزشک یو قارچ شناس یشناس گروه انگل يارـ استاد قارچ شناسی 
: یـ صندوق پست رانيطب انتقال خون ـ تهران ـ ا یو پژوهش یآموزش یانتقال خون ـ مؤسسه عال قاتیـ استاد مرکز تحق یشناس روسيو PhDمؤلف مسئول:  -5 
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 مقدمه
اسـتااده از  امروزه دانشـمندان در تـلاش هسـتند تـا بـا          
کارهـای   های متااوت درمانی، عوارض شديد را با راه روش

 درمانی بهبود و بـا عـوارض کمتـر گـايگزين کننـدی بـرای      
 هـای  آزمـاي   سـلول،  تکثیـر  میـزان  و مانـدن  زنـده  ارزيابی
 منحنـی  ارزيابی بر علاوه MTT و بلو تريپان گمله از مختلف
 اسـتااده  هـا  سـلول  کشـت  در شـدن  برابـر  دو زمان و رشد
 (ی  2)شود می
ها، مطالعه بر روی سمیت پپتیدچنین برای بررسی اثر  هم    

آزمـاي   های قرمز انسـانی و ییـره    سلول، پلاکت و گلبول
MTT ـ پیشنهاد می  دلیـل  ه شود چرا که بسیاری از ترکیبات ب

 ـ  هـا نمـی   اثرات سمی بر روی سلول عنـوان دارو  ه تواننـد ب
مـاده گـايگزين )گیاهـان    برای هـر دارو يـا    یاستااده شوند

باشـد،   دارويی( نیز نیاز به سنج  عدم سیتوتوکسیسیتی می
به عنوان مثال برای بررسـی سـمیت دارويـی )آسـیکلووير(     

و مبتلا به نقـ  ايمنـی بـه خ ـو       هرپسبرای بیماران 
، که در مواگهه با اين ويروس هستند و نیازمند  HIVدارای 

 MTTباشند، نیاز بـه سـنج  بـا روش     درمان گايگزين می
مطالعه بر روی ويروس تب خال در رابطـه  (ی 1، 3باشد) می

باشـد و   سنتتیک يا گیاهی دارای اهمیت می یبا کشف دارو
ای گهـت   اولیه و پايه های آزماي در قدم اول لزوم بررسی 

تــر ويــروس بــر روی ســلول  ــروری بــه ن ــر ی اـبررســ
 رسدی می

 هـای  آزمـاي   و سلول کشت بر مبتنی تکثیر يا بقا تعیین    
 سـمیتت  آزمايشـگاهی، بـرای تعیـین    شرايط در پی  بالینی
  هـا  آزمـاي   و اساس ايـن  دارای اهمیت بودهمواد شیمیايی 

 یشـای  سـلولی، ناوپپـذيری   مختلـف  هـای  فعالیت پايه بر
 و سـري   روش دو. (4)باشـد  میهای آنزيمی  کن سلولی و 

 کــاه  کــه ســنجی رنــ  -2 :ســاده ارزيــابی وگــود دارد
 تشـکیل  بـرای  MTT زولیـوم اتتر نمـک  زنده بـه  های سلول
 ی(5)دارد بسـتگی آبی رنـ  فورمـازان   ـ  های بنا  کريستال

 درخشـان  بلو کوماسی رن  سري  ات ال به ديگر روش -1
 ،هـا  همطالع ـدری اسـت  متکی اسیدی pH در پروتئین به رن 
 رــ ـتکثی  ــ ـواکن زانـمی ـ نـتعیی ـ در روش دو هر اعتبار
 (ی4)ه شده استداد نشان انسانی های سلول

  وپـت ناـقابلی دمـع هـپاي بلو که بر ترپیان آمیزی در رن     

گهـت   بلـو  باشـد)تريپان  مـی  سـلول زنـده   یشـای  بـه  رن 
 بقـای  و شـود(  مـی  بـرده  به کار مرده های سلول آمیزی رن 

ــا ــای ســلول شــمارش ســلولی ب ــه ه ــ  نگرفت  توســط رن
در روش آنزيمــی  (ی4)گــردد مــی مشــخ  میکروســکو 

و  1ـ ايل( ـ    1دی متیل تیازول ـ   -5و  4) -3سنجی،  رن 
 تولیـد  پايـه  بـر  کـه  ، (MTT)برمايد تترازولیوم فنیل دی -5
از  اسـتااده  باشـد،  مـی  زنـده  هـای  سـلول  توسط رنگی ماده
 -(تیازول - 1 -متیل دی 5و4-(3 مانند تترازولیوم های نمک
گهت  برومايد، تترازولیوم - هیدروژن -1فنیل دی - 5 و 1

 ،  MTTآزماي ی شود می استااده سلولی تکثیر و بقا ارزيابی
 نمـک  تبـديل  بـا  زنـده  ایـه ـ سلول یـکم یـبه ارزياب قادر

بـه   نـامحلول فرومـازان،   رن  بنا بلورهای  به تترازولیوم
 باشد، می دهیدروژناز میتوکندريايی سوکسینات آنزيم وسیله

 میـزان ی باشـد  زنـده مـی   هـای  سـلول  در تنها که اين واکن 
تعیـین   گهـت  اسـپکتروفتومتر  توسـط  شده تولید فرومازان
 (ی1)شود می گیری اندازه سلولی بقای میزان
 آسیکلووير از داروهای شیمیايی مورد تايید برای درمـان     

HSV-1 شود که در مطالعه بر روی رده سلولی  محسوب می
Vero   در دوزهای اثر بخ  گزئی و اثر بخ  و توکسـیک

نشـان داده   لیتـر  میکروگرم بر میلی 14و 39 و 14به ترتیب 
ز اثــر بــرو گهــت تعیــین تیتــر ويروســی، (ی8)شــده اســت
مشاهده و بـا   روزانه( Cytopathic effect ؛ CPE)سیتوپاتیک

 تیتـر ويـروس محاسـبه     Reed & Muench استااده از روش
 (ی9)دگرد می
 حساسـیت  مقايسه ،کیای)پژوهشی( هدف از اين مطالعه    
 تعیـین بقـای   در و تريپان بلو MTT  های روش همبستگی و
 بودی HSV-1آلوده به  Vero سلولی رده
 

  ها روشمواد و 
تحقیقــات  مرکــز در 2399 مهــر حا ــر، کیاــی مطالعــه    

 شناسـی انجـام   انتقال خون ايران آزمايشگاه ويروسسازمان 
 ی  پذيرفت

 
 سلولی: رده -2
 های کلیوی میمون آفريقای  سلول هـک Vero یـسلول رده    

 از مرکز مناب  ژنتیکی گهاد دانشگاهی ،است (Veroگنوبی)
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 2خريداری شده بود، بـرای تکثیـر ويـروس تبخـال نـو        
و برای ( Accession Cell No: IBRC C10001استااده شدی )

ــلول از  ــت س ــت  کش ــیط کش  DMEM (Dulbecco’s مح

modified Eagle’s medium)، ــرم ــاوی  س ــین گ  %21 گن
(FBS) )ــان ــو، آلم ــین µg/mL 211 و )گیبک  ،استرپیتومايس

U/mL 211 شـرکت ترمـو فیشـر سـاينتیایک      و سـیلین  پنی
 استااده شدی

 
 ويروسی:های مختلف  ها با یل ت انکوباسیون سلول -1
 در شـد و  داده رشـد  لايـه  تـک  صورت به Veroسلول     

ــاتو ــانتی 31ر انکوب ــه س ــراد  درگ ــت و 1CO %5 وگ  رطوب
 فلاسـک  کف از ها کردن سلول گدا گهتی شدند نگهداری

 EDTA تريپســـین %15/1 محلـــول از ،ســـلولی پاســـاژ و
(Ethylene diamine tetraacetic acid  ــدی ــتااده گردي ( اس
انسانی از آزمايشگاه ويروس شناسـی   2يروس تبخال نو  و
 )سلول =MOI 2/1 سسه عالی طب انتقال خون تهیه و باؤم

Vero 21 :2  متر مکعب سانتی 15ويروس( در يک فلاسک 
 سـاعت  14 مـدت  به و شد آلوده %91 با تراکم سلول بالای

ــاتور در ــد  1CO انکوب ــداری ش ــر    ینگه ــروز اث ــس از ب پ
 CPE (Cytopathic effect or cytopathogenic سـیتوپاتیک 

effect برای تعیین تیتـر ويـروس،    یفريز شد -81فريزر ( در
 و کشــت ســلول انجــام شــد ای، خانــه 94پلیــت  در يــک
از  شـدی  تهیـه رقت لگاريتمی از استوک ويروسـی   21سپس

داروی سنتتیک آسیکلووير به عنوان کنترل دارويی مثبت بـا  
 هشـت  شـدی  ، اسـتااده  µg/mL 51ثرؤتوگه بـه یل ـت م ـ  

 هشـت تنهـا بـه عنـوان شـاهد و      Veroبرای سلول  چاهک
بـرای هـر رقـت     چنـین  هـم  برای کنترل ويروس و چاهک

و به هر  مورد آزماي  قرار گرفت چاهک هشتسلولی هم 
میکرولیتر از رقت ويروسی مورد ن ـر ا ـافه    211 چاهک

 Veroهـای   شدی پس از يک ساعت گذب ويروس به سلول
سرم ا افه شـد   %5از محیط کشت حاوی میکرولیتر  111، 

 Reed روزانه بررسی شـد و در نهايـت طبـ     CPEو بروز 

Muench method  ،شدی  تیتر ويروس محاسبه  
 
 :آمیزی ترپان بلو رن  -3
  دادــو تع دـش هـتهی لـکام تـکش طـا در محیـه سلول    

 و شـدند  کشـت  ای خانه 94 چاهک هر سلول در 4/3×214
 گـراد،  سـانتی  درگـه  31 در انکوباسـیون  ساعت 28 از پس

کف پلیت بـا   به چسبندگی برای،  1CO %5 و %81 رطوبت
( Wetzlar ، آلمــان) Leica DM میکروســکو  اينــورت 

 هـای  رقت با و شده خارج رويی ماي  سپسی شدند بررسی
 آلوده شدی عاونـت  HSV-1 ويروس (21-2 -21-8مختلف )

اينـورت    میکروسکوساعت با  14 مدت ويروسی پس از
بـرای  ی شد و نتايج هر چاهک ثبـت شـد   بررسی CPEبرای 

ــان ــو انجــام روش تريپ ــا ســلول ،بل ــا تريپســین/ ه  EDTAب
(BioIdea (Trypsin EDTA 0.20 % 1X  بـا   و هبرداشته شـد

 سوسپانسـیون  از µL 11 سـپس ی شـدند  لام نئوبار شمارش
 µLو مخلـو   %2/1 تريپان بلـو  آبی رن  µL 11 با سلولی

 و گرفـت  قـرار  نئوبـار  لام روی بـر  حاصـل  مخلو  از 21
 هـای  سـلول  و آبـی  رنـ   ديده به آسیب یشای با ها سلول
 سـلولی  درصد و شده شمارش شااف کاملاً و رن  بی زنده
(/ گرفته رن  های سلول – ها سلول کل تعداد)[ صورت به

 ترسـیم  بـرای  و گرديـد  محاسبه ]211× (ها سلول کل تعداد
های زنده بـا   در صد سلول یشد محاسبه سلول بقای منحنی

 هـای زنـده(   / تعـداد سـلول   =مانی  درصد زنده)اين فرمول
 محاسبه شدی) های زنده و مرده )مجمو  سلول ×211
 
  :MTT  آمیزی رن  -4
 14 بـه مـدت   هـا  سـلول  تیمـار  از ، پس MTTدر روش     

 خـارج  رويـی  محـیط  ، MTT آزمـاي   انجام گهت ساعت
 PBS) بافر فسـاات  نمکی محلول توسط ها سلول و گرديد

 mg/mL 5( MTT)محلـول  µL 211 مقـدار  و شـده  شستشو
 بـه  پلیـت  و ا ـافه شـد   چاهک هر به ،  PBSدر شده رقی 
تاريکی  وگراد  درگه سانتی 31 دمای در ساعت چهار مدت
 خـارج  چاهـک  هـر  رويی محلول آن از پسی گرديد انکوبه
 بـه µL 211 DMSO (Dimethyl sulfoxide ) مقـدار  و شده
 دمـای  در دقیقه 11تا  25 مدت به و شده ا افه چاهک هر
 آن از پـس ی گرديـد  و روتـاتور  انکوبهگراد  درگه سانتی 31

 رسـم  و گهـت  خوانـده شـد   nm 511 در آن  نوری گذب
بـه   بقای سلولی درصد .گرديد محاسبه سلولی، بقای منحنی
 گـذب  مقدار/  شده تیمار گروه نوری گذب مقدار)صورت
  ها آزماي  تمامی یدـش هـمحاسب 211( × گروه کنترل نوری
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 .شد تکرار بار سه مستقل به صورت
 
 :آنالیز آماری -5
  شده بیان راف معیارـانح ± نـمیانگی ورتـه صـب ها داده    
 بـا اسـتااده از    t-studentاز هـا  آزمـاي  در مقايسـه   یاسـت 

و برای مقايسـه در يـک    IBM SPSS Statistics 15 افزار نرم
 یيـک طرفـه اسـتااده شـد     واريـانس  آنـالیز  گروه، از روش

هـا آنـالیز و    ، داده Excelچنین برای ترسیم نمودارها در  هم
ــدی در تمــام   ســط  هــا بررســی همبســتگی محاســبه گردي

 شدی  گرفته ن ردر  >p 15/1 ،ها آزمون معناداری
 

 ها يافته
بـا   Vero هـای  سـلول  روی بـر   HSV-1هـای   اثر فعالیت    

، الـف و  2)شـکل  شد و ثبت ارزيابیمیکروسکوب اينورت 
بـا   HSV-1ويـروس   میزان زنده ماندن سلول و تکثیـر ب(ی 
هــای   در ســلول (212-215مختلــف)لگــاريتمی هــای  رقــت
Vero تعیین تیتر (شدmL/TCID50 214×4/3  ی اين عمـل)3 
در ســه ســری  HSV-1بــرای آلــودگی بــه ويــروس  مرتبــه

اثـر  انجـام شـد و    MTT بلـو و  تريپـان  های روشگداگانه با 
 یمـان  تـرين میـزان زنـده    پايین ساعت،14بعد از  پاتیکسیتو
 ی)2نمودارو  2شکل )نشان داد را HSV-1ويروس  باسلول 
گروه کنترل  به نسبت سلولی بقای میزان MTT روش در    

 معنـاداری  تااوت 21-5 رقت در سلول و داروی آسیکلووير
 تـرين  پـايین  کنتـرل ويـروس بـه    در سلولی بقای و نداشت
 (ی2 گدول)% رسید31/24 با میانگین خود مقدار

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 
 

های  کریستال ج( -HSVبه ویروس  Veroلودهآهای  سلول ب( Veroالف( سلول دوکي شکل طبیعي  811= (X81نمایي) : با بزرگ8شکل 

 .(HSVبه ویروس Veroهای آلوده  )شکل الف، کنترل سلول در برابر شکل ب، سلول.  MTT آزمایشفرومازان در 
 

های مختلف ویروسي در فواصل زماني مختلف به  با رقت HSV-1آلوده به  Vero: میانگین درصدها و انحراف معیار نسبي بقای سلولي 8جدول 

 MTTروش 

 

 رقت

 ساعت
Vero کنترل 

HSV-1 
 کنترل

آسیکلوویر 

(µg/mL )51 
8-81 6-81 3-81 0-81 5-81 

1 1/1 ± 1/98 2/1 ± 4/89 2/1 ± 4/91 3/4 ± 4/92 2/4 ± 1/91 4/5 ± 4/93 9/1 ± 4/94 23/1 ± 5/98 

4 1/5 ± 2/94 4/5 ± 1/81 4/1 ± 2/91 4/5 ± 9/88 1/3 ± 2/89 4/4 ± 9/89 9/4 ± 8/91 23/1 ± 4/95 

8 9/1 ± 1/99 4/2 ± 4/14 9/2 ± 1/92 9/1 ± 1/11 4/2 ± 3/19 2/2 ± 4/81 2/1 ± 5/83 13/1 ± 8/94 

28 4/5 ± 1/99 3/4 ± 8/34 8/1 ± 4/84 3/3 ± 4/49 4/4 ± 9/13 1/3 ± 4/84 1/1 ± 5/81 11/1 ± 1/94 

14 8/2 ± 8/91 3/2 ± 1/24 1/1 ± 4/83 4/5 ± 1/19 1/1 ± 8/32 5/21 ± 1/44 1/2 ± 4/41 23/1 ± 5/95 

 Mean ± SD* 

 الف           ب                                                    ج                                                            
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های مختلف ویروسي در فواصل زماني مختلف به  با رقت HSV-1آلوده به  Vero: میانگین درصدها و انحراف معیار نسبي بقای سلول 6جدول 

 بلو روش تریپان

 

 کنترل Vero رقت ساعت
HSV-1 
 کنترل

آسیکلوویر 

(µg/mL)51 
8-81 6-81 3-81 0-81 5-81 

1 9/1 ± 4/99 9/1 ± 4/94 2/1 ± 8/98 1/5 ± 2/94 8/2 ± 8/91 1/1 ± 1/98 4/5 ± 1/99 28/1 ± 8/98 

4 5/3 ± 1/98 3/2 ± 9/85 4/1 ± 2/91 3/1 ± 1/88 4/3 ± 1/88 5/1 ± 5/93 5/3 ± 1/95 15/1 ± 2/95 

8 4/4 ± 1/93 8/5 ± 1/11 9/1 ± 3/94 2/4 ± 4/84 9/4 ± 4/81 5/3 ± 9/81 2/3 ± 4/91 11/1 ± 8/94 

28 9/1 ± 1/91 8/5 ± 4/11 1/1 ± 9/84 1/3 ± 4/81 3/5 ± 1/84 3/5 ± 9/85 1/3 ± 3/84 19/1 ± 1/94 

14 8/2 ± 1/91 8/3 ± 1/45 3/1 ± 4/84 9/4 ± 4/58 8/4 ± 2/81 3/3 ± 8/81 4/2 ± 2/84 25/1 ± 8/94 

Mean ± SD * 

 انحراف معیار از دو آزمون مستقل بیان شده استی ±ها به صورت میانگین  * داده

 
 ساعت 60پس از  MTTبلو و  به روش تریپان HSV-1پس از آلودگي با ویروس  Veroهای  : میزان بقای سلول3جدول 

 

 رقت ویروسي
 60های زنده بعد از  درصد سلول

 بلو( ساعت )به روش تریپان

 60های زنده بعد از  درصد سلول

 (MTTساعت )به روش 
p value 

 5959/1 8/91 ± 8/2 2/91 ± 8/2 کنترل سلولی

HSV-1 8/3 ± 1/45 3/2 ± 1/24 1112/1 < 

2-21 9/4 ± 4/58 4/5 ± 1/19 1112/1 < 

1-21 8/4 ± 2/81 1/1 ± 8/32 1112/1 < 

3-21 3/3 ± 8/81 5/21 ± 1/44 1114/1 
4-21 4/2 ± 2/84 1/2 ± 4/41 1111/1 
5-21 25/1 ± 8/94 23/1 ± 5/95 2115/1 

 .شد بررسی MTTو بلو تريپان روش به ساعت 14 از بعد زنده های سلول درصد و شد ا افه  Veroسلول مختلف ويروس به های * یل ت

 .است شده داده نشان معیار انحراف ± میانگین صورت به و آزماي  هر برای مستقل  تکرار بار 3 اساس بر نتايج
 
 
 آمـده بـه دسـت    سـلولی  ، میانگین بقای MTTروش در    
سلول و داروی آسـیکلووير بـا گـروه     کنترل گروه به نسبت

ــروس  ــرل وي ــادل ،کنت ــد از   14در  %1/24 مع ــاعت بع س
 بقــای،  21-4رقــت  در کــه صــورتی در انکوباســیون بــود،

 معیـار  بـه عنـوان   Veroهـای   و سلولبود  4/41 ± 2 سلولی
 (ی 2گدول)نددر ن ر گرفته شد سلولی کنترل
 آمیـزی  رنـ   روش از دسـت آمـده  بـه   نتـايج  اساس بر    
 21-5 رقـت  در را معنـاداری  تااوت بقای سلولی بلو، تريپان

 نداد  آسیکلووير نشان سلول و داروی کنترل گروه به نسبت
 مربـو   کنترل به گروه نسبت سلولی بقای میزان بیشترين و
ــه ــت  ب ــا 21-4رق ــانگین ب ــد از   14% در 84 می ــاعت بع س

 بـا  21-2 رقـت  به مربو میزان بقا  کمترين یانکوباسیون بود
ــانگین  ــوده   14% در 45می ــیون ب ــد از انکوباس ــاعت بع  س
 ). 1 است)گدول

در  MTTبلـو و   گیری کلـی بـین دو روش تريپـان    نتیجه    
 .(3)گدول نشان داده شده است گدول
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های مختلف. الف( انکوباسیون  بلو طي زمان تریپان آمیزی ، رنگ MTT روش دو با HSV-1 با شده آلوده VERO سلولي بقای رگرسیون :8 نمودار

 ها داده ساعت هـ( در ساعت صفر.  60ساعت د( انکوباسیون بعد از  81ساعت ج( انکوباسیون بعد از  1ساعت ب( انکوباسیون بعد از  0بعد از 

 . باشند مي مستقل آزمون سه تکرار معیار انحراف میانگین، صورت به

y = 0.9074x + 6.182 
 

R² = 0.753 
5 

p = 0. 
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 ساعته 4

y = 1.3256x - 32.796 
 

R² = 0.650 
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p = 0.0 
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 ساعته 8

y = 4.7132x - 321.78 
 

R² = 0.892 
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p = 0.0 
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 ساعته 18
y = 1.4753x - 58.409 

 
R² = 0.790 
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p = 0. 
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 ساعته 24

y = 1.3895x - 42.249 

 

R² = 0.840 
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p = 0. 
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 بقای رگرسیون نمودار از به دست آمده نتايج اساس بر    
 مثبت خطی، نو  از چشمگیری همبستگی سلولی، میزان

 همبستگی  ريب و باشد می موگود دو روش بین معنادار
 وگود داشت بلو و تريپان  MTTهای روش بین داریامعن
(95/1 r = ، 114/1(p< ی 
 

 بحث
 بلو آمیزی تريپان رن  و ، MTT های روش مطالعه اين در    
 تیمـار  HSV-1آلوده به  Vero سلولی رده بقای تعیین گهت
 مـورد متاـاوت  هـای   زمـان  مختلـف در  هـای   رقـت  با شده
 بـه دسـت آمـده    هـای  يافتـه ی قرار گرفتند مقايسه و ارزيابی
و زمـان   بـه یل ـت   وابسته ها به صورت رقت که داد نشان
  HSV-1آلـوده بـه   Vero سلولی بقای کاه  سبب تواند می
مقايسـه   از حاصـل  نتـايج  بـود کـه   حـالی  در ايـن  و گردد

 را يکـديگر  مطالعه مورد روش میکروسکو  اينورت با دو
 و MTTهـای   روش بـین  همبسـتگی  میـزان  و اند کرده تايید
 در متعـددی  مشـکلات  ،ی کـه وگـود  با بودی بالا بلو تريپان
 است ممکن دارد و وگود بلو تريپان معمول های آمیزی رن 
 زيـرا  نمايـد،  ايجـاد  مشکلاتی مرده های سلول شناسايی در

 در شـوند،  شمارش دقیقه پنج تا سه بین بايست می ها سلول
 افـزاي   بـا  های رنـ  گرفتـه   سلول تعداد صورت اين ییر
 (ی21)يابد می افزاي  زمان
 زيـادی  ، از حجم MTT در روش تحلیل و تجزيه برای     
 بـا ايـن   یشـود  می استااده خانه، 94 های پلیت در ها نمونه از

 ماننـد  مختلای عوامل تاثیر تحت تواند می روش اين وگود،
 قـرار  يـا سوپراکسـیدها   پیرووات و هایو آنالوگ pH مقدار
 با سلولی تکثیر و بقا در متناقضی نتايج .يابد کاه  و گرفته
از ايـن گملـه    که است گزارش شده MTT تست از استااده
 افــزاي  در تیتــانیوم اکســید دی نــانو قابلیــت تــوان بــه مــی

 سـلولی  سـمیت  UVA تـاب   معـرض  در سوپراکسیدها که
ــوی ــی نشــان ق ــرد  م ــد، اشــاره ک ــه خــود از دهن  ديگــر ک

 (ی22)باشد می مرتبط مختلف های سلول های محدوديت

 از استااده که کنند می تايید را يافته اين ديگر های همطالع    
 تواننــد مــی ،بلــو تريپــان آمیــزی رنــ  و MTTســنجی رنــ 
باشــد ولــی  بقــای ســلولی ارزيــابی در مناســبی هــای روش
 MTTدر اولويـت نسـبت بـه روش     بلو آمیزی با تريپان رن 

 بــه روش نســبت MTT روش (ی21، 23)گیــرد قــرار نمــی
 (ی24)باشد می برخوردار بیشتری حساسیت از بلو تريپان
 نوری تراکم افزاي ، 2991در مطالعه استوآرت در سال     

 مدت طول در مستقیم، طور به روش هر برای شده مشاهده
 در هموسیتومتری توسط سلول تعداد افزاي  با کشت زمان
 ASM (airway هـای هـوايی   های عضلات صاف راه سلول

smooth muscle) رابطـه  ايـن  شدی تعیین خرگوش و انسان 
 در خرگـوش  نـای  ASM هـای  سـلول  تکثیر برای چنین هم
 51 تـا  2) پلاکـت  از مشت  رشد فاکتور هتروديمر به پاسخ
 گوسـاله  سرم به پاسخ در انجام شد و( لیتر میلی در نانوگرم
 (ی4)نشان داد افزاي  ،(21 تا 2215) گنین
روش رن  سنجی با روش راديو  1111در مطالعه سال     

اکتیو مورد مقايسه قرار گرفته بود کـه نتـايج حاصـله دارای    
ــتگی و  ــول همبس ــل قب ــیت قاب ــود یحساس ــی روش  ،ب ول

 دلیـل کـم خطـر بـودن و سـهولت پیشـنهاد      ه سنجی ب رن 
روشی  MTTمحققین، روش  های گزارش بر ناب (ی25)گرديد

 چرخـه دقی  و سري  در تعیین حساسیت دارويـی در طـی   
انجـام   سـهولت  کم و هزينه بودن، مناسب و باشد درمان می

 (ی24)استکار سبب کاربرد فراوان اين روش شده 
هـای لگـاريتمی    ها در حضـور رقـت   سلول یدرصد بقا    

ی از زمان انکوباسـیون بـود   عصورت تابه ب HSV-1 ويروس
يافـت    که بقا در حضور ويروس نسبت به کنترل کاه  مـی 

و اخـتلاف دو روش در اســتوک ويروســی يعنــی ويــروس  
 ی(1 و 2 ولا)گدبیشتر آشکار بود 21-3بدون رقت تا رقت 

ارتبا  با اثر ويـروس   ،مقايسه دقی  اين دو روشگهت     
HSV-1 های  بر سلولVero    با دو روش محاسبه شد کـه بـا

همبسـتگی و همـاهنگی بـین     ،دست آمدهه توگه به نتايج ب
 شود و نشـان از حساسـیت بیشـتر روش    نتايج مشاهده می

MTT مطالعه درباره تاثیر ويروس بلو داردی نسبت به تريپان 

HSV   های  ی سلولرو 2نوVero   ،زنـده   میـزان نشـان داد
هـای   سـلول  آلـودگی بعد از  MTT آزماي  ماندن سلول در

Vero ويـروس  های بـالای   با رقتHSV-1     از ن ـر آمـاری
 دار بودی   امعن

 
گيري نتيجه
   MTT نتايج دو نو  روش دارد، می بیان کنونی ژوه ـپ    
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 يکـديگر  بـا  زيـادی  حـد  کنـد کـه تـا    تايید می بلو و تريپان
 بـا  نماينـد و  مـی  تايیـد  را يکديگر نتايج و داشته همبستگی

، نسـبت بـه    MTTتوگه به حساسیت و دقت بیشـتر روش  
توان نتیجه گرفت که در بررسـی نحـوه    می ،بلو روش تريپان
تـوان بـا روش    ، مـی  Veroدر رده سلولی  HSV-1عملکرد 
بلو زنده بودن سلول را تايیـد اولیـه کـرد و بـا روش      تريپان
MTT هـت بـری نسبـدقت بیشت که نتايج قابل استنادتر و با 

 های زنده را تعیین نمودی بلو دارد، درصد سلول روش تريپان

 تشكر و قدرداني    
 مرکـز تحقیقـات   در کـه  در اگرای اين پروژه تحقیقاتی    

 سسـه ؤماز  اسـت  گرديـده  انجـام  سازمان انتقال خون ايران
 و گهـاد  ، آزمايشگاه ويروس شناسیانتقال خونعالی طب 

 سـپاس  و قدردانی نهايت Veroهای  انشگاهی برای سلولد
 یداريم را
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Abstract 
Background and Objectives 

Evaluation of cell survival is important in cellular studies and the result is decisive for the 

application of the test substance. Different methods are used to evaluate cell survival and the 

correlation between methods is important. Here, Vero cell line was used to evaluate the effects 

of HSV-1 virus on cell survival. Cell survival after HSV-1 infection using sensitive 

colorimetric methods of 3-, 4-, 5-dimethylthiazole-2-yl, -2, 5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT), and Trypan Blue on Vero cell line was examined. 

 

Materials and Methods 

A qualitative study was performed on Vero cell line infected with HSV-1 virus with 

logarithmic dilutions10
-1

 to 10
-5

 dilutions and time intervals of 0, 4, 8, 18 and 24 hours and the 

s in DMEM containing 2% Fetal bovine serum (FBS). Then cell viability by MTT and Trypan 

tests was examined . The survival percentage was used to plot the survival curve of the assays. 

 

Results 

Different viral dilutions were used to determine the infectious dose of 50% (TCID50) of HSV-

1virus with invert microscope. Acyclovir at a concentration of 50 mg/mL was compared as 

drug control for MTT and Trypan Blue. The results of regression analysis showed cell 

survival. Linear, positive and significant correlation was observed between the methods that 

showed a correlation between MTT and Trypan Blue methods (p< 0.001, r = 0.9( 

 

Conclusions   

The results showed that both methods can be used to determine cell survival and the results of 

MTT can be confirmed by Trypan Blue method. 

 

Key words: HSV-1, Trypan Blue, Survival 
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