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 ارمغان دانش، مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ياسوج

  )121شماره پي در پي(1396خرداد و تير  ، 2اره، شم22دوره 

 يها جدا شده از فلاسك يها تيمونوس يسه عملكرديمقا

 PBSن و يپسي، تر EDTA/نيدوكائيل يهاكشت در روش

  EDTA/سرد
    2يحداد يامك ناجي، س1ده افضل آهنگراني، ناه*1يفروشان يثم ابطحيد مي، س1ن قلعهيگورچ يلياسمع يهاد

  
  ، اروميه، ايرانهياروم يد تومور، دانشگاه علوم پزشكي، مركز ساليپاتولوژ گروه2گروه ميكروبيولوژي، دانشگاه اروميه، اروميه، ايران،  1

  
  22/3/1396: تاريخ پذيرش            11/11/1395: تاريخ وصول 

 

  دهيچك

قـات سـلول   يت، موجب شده كه در تحقيمونوس يها سلول يدرمان يل بالايع و پتانسيآسان، استحصال سر يدسترس :نه و هدفيزم

افتن روش ي ـن يبنابرا شوند، يچسبنده به فلاسك محسوب م يها ها از جمله سلول تيمونوس. ن سلول شوديبه ا يا ژهيوتوجه  يدرمان

سـه  ين مطالعـه  مقا ي ـاهـدف از  . برخوردار است يت خاصيب به سلول و عملكرد آن برساند از اهمين آسيمناسب كه كمتر يجداساز

 ..بود EDTA/سرد PBSن و يپسي، تر EDTA/نيدوكائيا سه روش لب يت بعد از جداسازيمونوس يعملكرد يها تيقابل

  

سـلول   1×107(هاسلول ،يبالب س از موش يطيخون مح ياتك هسته يها،بعد از استخراج سلولين مطالعه تجربيدر ا: يروش بررس

 يهـا ون سـلول يمـان انكوباس ـ بعد از اتمام ز. ساعت انكوبه شدند 4به مدت  T25در فلاسك كشت  RPMIط كشت يدر مح )ليتر يدر ميل

 يهـا سـلول  يجداسـاز  يسـپس بـرا  . شـد آرام جدا شـده و از فلاسـك خـارج     يبا دو بار شستشو) ها تيلنفوس عمدتاً(ر چسبنده يغ

هـا بـا هـر    سـلول  ياسـتفاده و بعـد از جداسـاز    ن سـرد يو فسفات بافر سال نيدوكائين، روش ليپسيروش تر 3ده از يت چسبيمونوس

ز  يآنـال  شـده بـا اسـتفاده    يآور جمـع  يهـا داده. شـدند سـه  يگـر مقا يده شد و بـا هـم د  يها سنجتيمونوس يعملكرد يهاتيروش، قابل

  . ل شدنديتحلتجزيه و ك طرفه يانس يوار

  

ت مخمـر  ي ـد و قابليك اكسـا ي ـتريزان ني ـ، ميتوز، انفجار تنفس ـيك، درصد فاگوسيت متابوليفعال ،يزنده مان زان استحصال،يم :هاافتهي

وه يهرچنـد كـه ش ـ   .شتر بوديب يدار يگر به طور معنيد يهانسبت به گروه ،جداشده بودند نيدوكائيكه با روش ل ييهار سلولد يكش

سه يها در مقان سلوليا يول ،شوديسرد م PBSنسبت به روش  يشترينكه موجب استحصال سلول بين با وجود ايپسياستفاده از تر

 يهـا  سـلول  بـه وسـيله  برداشت نوترال رد  .دارند يك قابل توجهيولوژيزي، اختلال فEDTA/سرد PBSا يو  EDTA/نيدوكائيبا روش ل

سـرد و   PBSوه ين ش ـيسـه ب ـ يدر مقا. بـود  يتـر نييگر در سطح پاين نسبت به دو روش ديپسيشده با روش تر يت جداسازيمونوس

 يدار يز نظـر برداشـت نـوترال رد اخـتلاف معن ـ    ا ،به دست آمـده از دو روش فـوق   يهاتين مونوسيرسد كه  بين به نظر ميدوكائيل

 . وجود ندارد

  

ــگ جــهينت ــا ســهيمقا در :يري ــا روش ب ــروش ل ،EDTA/ســرد PBSن ويپســيتر يه ــ EDTA/نيدوكائي ــت جداســاز ي  يك مناســب جه

  .باشديبشتر و كارآمد م يها ل استحصال سلوليده به كف فلاسك به دليچسب يها تيمونوس

  

  نين، بافر فسفات ساليپسين، تريدوكائيت، ليمونوس ملكرد،، عيجداساز :يديكل يها واژه

  
  اروميه، دانشگاه اروميه، دانشكده دامپزشكي، گروه ميكروب شناسيسيد ميثم ابطحي فروشاني، : مسئول نويسنده*

Email: meysamabtahi@hotmail.com
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  مقدمه

هـا  تياز لكوس ـ يات دسـته يمونوس يهاسلول

ه ي ـد التهـاب، دفـاع عل  ن ـيدر فرآ يدي ـبوده كـه نقـش كل  

ــاتوژن ــرارپ ــا و برق ــدهموئســتاز يه ــا از . ي دارن آنه

موجــود در مغــز اســتخوان  يديــلوئيم يســازها شيپــ

 يهـا ان خـون بـه بافـت   ي ـق جري ـگرفته و از طر تأنش

هــا در تيمونوســ). 1و 2(كننــديمهــاجرت مــ يطــيمح

-ت گلبـول يدرصد جمع 4درصد و در موش  10انسان 

هـا  تيمونوس. دهندياص مد را به خود اختصيسف يها

ز بـه  يتمـا  ييده توانـا ي ـب ديا آسي يالتهاب يها در بافت

ك و ماكروفـاژ را دارا بـوده و بـه    يتيدنـدر  يهـا سلول

 يمن ـيدر هـر دو پاسـخ ا   ،زشانيت تماين قابليواسطه ا

مختلـف شـركت    يهـا يمـار يه بيعل يو اختصاص يذات

ا ه ـتياز مونوس ـ يت قابل توجهين جمعيچن هم. كننديم

مهـاجرت بـه    ييه حضور دارند كه توانايدر طحال و ر

توز يت فاگوســيــقابل). 3و 4(گــر را دارنــديد يهــابافــت

ــلول ــاس ــ يه ــال يمونوس ــيله  1880ت در س ــه وس  ب

د كـه در  ش ـد و بعد از آن مشخص شكوف كشف يمچن

 يهـا  يماريها و به پاتوژنيعل يكيمونولوژيا يهاپاسخ

 يهـا لولاگرچه س. است يمختلف حضورشان ضرور

هـا  روسيها، وها، قارچيه باكتريت در دفاع عليمونوس

ــا ــ يو پروتوزآه ــاجم و از ب ــش  يمه ــا نق ــردن آنه ن ب

شـان در حفـظ   دارنـد بـه واسـطه عملكـرد     يريچشمگ

 يب بافتيآس يهموئستاز با اعمال اثرات بازدارنده جلو

ب كننـده را  ي ـو تخر يالتهـاب  يهـا يمـار يش از حـد ب يب

از   يطيت خون محيمونوس يهالسلو .)5و 6(رنديگ يم

ك يتيدنــدر يهــاد ســلوليــن منــابع توليتــر جملــه مهــم

و عرضه  يتومور يهاژن يتوز آنتيفاگوس.  باشند يم

ك مشـتق شـده از   يدنـدرت  يهـا سـلول  بـه وسـيله  آنها 

ت ي ـدر موفق يات فوق العادهيت اهميمونوس يهاسلول

  ).7(دارند يمونوتراپيا

رسـد  يبه نظـر م ـ  يكنون يهابر اساس دانسته

ت پس از مهاجرت آنها به بافـت  يمونوس يهاكه سلول

ــاماكروفاژهـــا و ســـلول( براســـاس ) كيدنـــدرت يهـ

ــر ــيزمحي ــد يط اطراف ــن فنوتيچن ــف را پي ــپ مختل دا ي

به طـور مثـال نشـان داده شـده اسـت كـه       ). 8(كنند يم

ط  يها پس از مهاجرت به بافت بسته به شـرا تيمونوس

. باشـند يدو نـوع ماكروفـاژ م ـ  ل به حداقل يقادر به تبد

هـا،  نيهـا، كموكـا  نيتوكايهـا از لحـاظ سـا   پي ـن فنوتيا

ــدهيگ ــا يل يهــارن ــد و عملكــرد ب ــديكــديگان . گر متفاوتن

ــا ــ يماكروفاژهـ ــك يكلاسـ ــ M1ا يـ ــاز ا يگروهـ ن يـ

 يقـو  يو التهـاب  يكروبيت ضـدم يماكروفاژها با خاص

من و يو خود ا يالتهاب يهايماريبوده كه در پاتوژنز ب

). 9(دارنـد  ينقـش فعـال   ين دفـاع ضـد تومـور   يچن ـ هم

ر يفعال شده از مس ـ يا ماكروفاژهاي M2 يماكروفاژها

 يهانيتوكايسا از يزان كمتريبه م) نيگزيجا(ويآلترنات

د كـرده و  ي ـتول، M1  ينسبت به ماكروفاژهـا  ار يالتهاب

م يتــرم و يرا در بازســاز يعــوض نقــش مهمـ ـ  در

ها نسـبت بـه   ن سلوليا. ندكنيجاد ميا يبافت يها بيآس

بــه مراتــب  يكشــ كــروبيت ميــقابل M1 يماكروفاژهــا

ــر ــد يكمت ــ ،دارن ــل پا  يول ــوض در مراح ــدر ع  ياني

ت نقـش  ي ـد آرتري ـمن مثـل روماتوئ يخود ا يها يماريب

ر ي ـاخ يهـا  همطالع ـ). 10(كننـد يم يرا باز يار مهميبس

ت موجود در يمونوس يهاشنهاد داده است كه سلوليپ



 هاي كشت  هاي جدا شده از فلاسك مقايسه عملكردي مونوسيت

147 )121شماره پي در پي(1396ـ خرداد و تير 2شماره ـ22مجله ارمغان دانش ـ دوره 

ل  ي ـاز قب ييهـا تي ـل دارا بـودن قابل ي ـدل گردش خون به

در آنها  يميدا ينيها و لانه گزآسان به بافت يدسترس

ل يل آنها به ماكروفاژهـا، پتانس ـ يتبد يين توانايچن و هم

بر اسـتفاده   يمبتن يهاجاد درمانيا يبرا ييار بالايبس

افـت  ين رهيا يكارآمد. آورنديها فراهم متياز مونوس

ــدر  ــاريك  بيـ ــاد يمـ ــير ژنتنـ ــوان  يكـ ــت عنـ                     تحـ

). 11(شده است Pulmonary alveolar proteinosis    اثبات 

ل يمجدد و تبد يزير ها امكان برنامهتين مونوسيچن هم

ن ساز يانسول يهال سلوليها از قبگر سلوليبه انواع د

ها در تيكه استفاده از مونوس نينكته جالب ا. را دارند

از خون خود فـرد   يكه به راحت ل آنيه دلط بين شرايا

 يونـد و ناسـازگار  يشود، مشكلات معمـول پ يگرفته م

ــافت ــت  يب ــد داش ــا. را نخواه ــن قابلي ــاتي ــاز  يه ممت

در  يدي ـده كه به عنـوان هـدف كل  شت موجب يمونوس

  . رديها مورد توجه محققان قرار گيماريدرمان ب

 ــيطب ــاً اول ــدم در يعت ــن ن ق ــاز اي ــر جداس  يام

ن يترارزان. است يطيت از خون محيمونوس يها سلول

ت خـون  يمونوس ـ يهابه سلول يابيدست  يروش برا

و كشـت   ياتـك هسـته   يهـا سلول ي، جداسازيطيمح

سـاعت    4تـا   2كشـت بـه مـدت      يهـا آنها در فلاسـك 

ت به كف يمونوس يهان مدت سلوليا يپس از ط. است

 يهـا ر سـلول يب از ساين ترتيچسبند و به ايفلاسك م

 يهـا سلول يجداساز يبرا. شونديجدا م ياتك هسته

 يهـا روش يكيده بـه سـطوح پلاسـت   يت چسـب يمونوس

با توجه به موارد ذكـر شـده    يول ،وجود دارد يمختلف

ب ين آســيكــه بــا كمتــر يك روش جداســازيــانتخــاب 

 ،همــراه باشــد يسـلول  ين جداســازيشــتريو ب يسـلول 

ارزان ج  و ي ـرا يهـا از جملـه روش . ت استيز اهميحا

چسبنده به فلاسك از  يهاسلول يجداساز يمت برايق

تـوان بـه اسـتفاده از    يماكروفاژها م ـ/ تيل مونوسيقب

PBS  سرد به همـراه EDTA ن بـه  يپس ـيم تري، روش آنـز

اشـاره   EDTAن به همراه يدوكائيو روش ل EDTAهمراه 

رسد كه تـا كنـون   ين حال به نظر نميبا ا). 13و12(كرد

 يعملكـــرد يهـــاورد تفــاوت در مـــ يقـــيمطالعــه دق 

انجـام  مختلـف   يهـا وهيجدا شده به ش ـ يهاتيمونوس

 يهـا  سـه روش يهدف از مطالعه حاضر مقا .شده باشد

ب ين آسيمناسب با كمتر يافتن روشيمذكور در جهت 

بـه   يابي ـدسـت   يزان سلول بـرا ين ميشتريو ب يسلول

-تيبا مونوس ـ يسلول درمان يها هج بهتر در مطالعينتا

  .دباشيها م

  

  يبررس روش

 يجداســـاز يبـــرا ين مطالعـــه تجربـــيـــدر ا

بـا   يبالـب س ـ  يهااز موش يطيت از خون محيمونوس

ران يتو پاستور ايهفته كه از انست 8تا  6  يمحدوده سن

هـا در  ن مـوش ي ـا. شده بودند اسـتفاده شـد   يداريخر

بـر اسـاس    يط استاندارد آب، غذا، دما و نور كافيشرا

ــل ــاپروتكـ ــ يهـ ــيبـ ــتفاده از حا ين المللـ ــات يسـ وانـ

زمـان مـورد    يپس از ط ـ. شدند ينگهدار يشگاهيآزما

جهـت   يري ـگ ، خـون )هفتـه  1(هاتطابق موش ينظر برا

ــدر ا. ت انجــام شــدياستحصــال مونوســ ــژوهش ي ن پ

بـه   يشـگاه يوانـات آزما يكـار بـا ح   يملاحظات اخلاق ـ

 يدانشـكده دامپزشـك   ياخلاق پژوهش ـ يله شورايوس

اساس دسـتورالعمل وزارت   ه، منطبق بر يدانشگاه اروم
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 ياسـلام  يجمهور يبهداشت ، درمان و آموزش پزشك

  .د قرار گرفتييران مورد تايا

نـه  يخـون هپار ، هـا تيمونوس يجدا ساز يبرا

-RPMIط كشت يوان را با محياستحصال شده از قلب ح

كول كـه  يفا يبر رو يق كرده و سپس به آراميرق 1640

. اضـافه شـد   ،ق نشـده اسـت  ي ـحجم آن برابر خون رق

گـرم   800 كول با سرعتيق شده و فايمجموع خون رق

تــك  يهـا سـلول . فوژ شـد يقـه سـانتر  يدق 15بـه مـدت   

كول يكه در حد فاصل فـا  )PBMC(يطيخون مح ياهسته

ــون رق ــو خ  ــ ي ــه آرام ــد ب ــع شــده بودن  يق شــده جم

به دست آمده بـه منظـور حـذف    PBMC . شد يآور جمع

مخلـوط و   RPMI-1640ط كشت يكول همراه آن، با محيفا

. دش ـفوژ يقه سـانتر يدق 10به مدت  گرم 450 با سرعت

                       ط يحاصــــل مجــــدداً بــــا محـــ ـ   يهــــاســــلول

ن بـار بـه منظـور حـذف     ي ـمخلوط و ا RPMI-1640كشت 

 10بـه مـدت    گـرم  200 بـا سـرعت   PBMCپلاكت همراه 

تـك   يهـا زان سلوليتعداد و م. فوژ شدنديقه سانتريدق

به دسـت آمـده، بـا اسـتفاده از      يطيمح خون ياهسته

 1×107تـاً  تعـداد   يد و نهاي ـن گردييپان بلو تع يرنگ تر

ط كشـت  يبه همراه مح ـ T25ك فلاسك يبه  PBMCسلول 

RPMI-1640 ،L-واحـد  بـر    100، مـولار  يل ـيم 2 نيگلوتام

ليتـر   يكـرو گـرم بـر ميل ـ   يم 100ن، يليس يپن ميلي ليتر

بعـد از  . دي ـفه گرداضا FBSدرصد  10ن، يسياسترپتوما

 5گـراد و   يدرجـه سـانت   37ون در يساعت انكوباس ـ  4

كه حاوي  ييع رويدرصد رطوبت ما 90و  CO2درصد 

ها بودنـد  تياي به جز مونوسهاي تك هستهه سلوليكل

  ).14(با دو بار شستشوي آرام حذف شدند

ــدر ا ــه روش، روش  يـــ ــه از ســـ ن مطالعـــ

 PBSتر بافر يل يليم 5ـ10به هر فلاسك ( EDTA/نيدوكائيل

ميلـي   EDTA )10 م بـه همـراه  يزيم و منيبدون كلسسرد 

، روش ))گرم بر ميلـي ليتـر   ميلي 4(نيدوكائيو ل )مولار

درصـد   25/0ن يپس ـيتر تريل يليم 2ـ4(نيپسيتر يميآنز

به هـر  (سرد PBSو روش ) درصد EDTA 02/0به همراه 

 EDTA)10بـا   همـراه  سـرد   PBS ليتر ميلي 5ـ10فلاسك 

ده يچسـب  يهـا  تيمونوس يجداساز يبرا) )ولارميلي م

مورد نظر  يهابعد از اضافه كردن محلول. استفاده شد

تكان داده تـا   يقه فلاسك را به آراميدق 15ـ20به مدت 

 PBSبا بافر  رها سپس سه با سلول. ها جدا شوندسلول

ص شـده بـا هـر    يهـاي تخل ـ سلول ، سپسشسته شدند

و  يكروسـكوپ يروش به صـورت جـدا گانـه از نظـر م    

ــقابل ــاتيـ ــرد يهـ ــورد بررســ ـ يعملكـ ــرار  يمـ                  قـ

   ).12و 13(گرفتند

ــرا ــه رنــگ يهــا غشــاء ســلول يب هــا  مــرده ب

زنـده غشـا    يهـا  كه در سـلول  ير است در حالينفوذپذ

بلـو از جملـه    پـان يتر. ر استيبه رنگ نفوذناپذ يسلول

 زنده از مرده يها ز سلوليتما ياست كه برا ييها رنگ

ــيله  ــه وس ــور يم ب ــكوپ ن  ــ يكروس ــار م ــه ك . رود يب

رنگ هستند  يكروسكوپ آبير ميمرده در ز يها سلول

هـا بـا    درصد سلول. رنديگ يسالم رنگ نم يها و سلول

نحوه شمارش  .شود ياستفاده از لام نئوبار محاسبه م

ــلول ــا س ــ يه ــديمونوس ــه  يت ب ــود ك  25ن صــورت ب

د نظـر  مور يهاسلول يط كشت حاوياز محتر يكروليم

خانه  96ت يپان بلو داخل پلياز رنگ تر تريكروليم 25با 

ــوب ــوط  يبخـ ــدمخلـ ــپس . شـ ــريكروليم 25سـ از  تـ

لام  يمخلوط شده با سـمپلر رو  يون سلوليسوسپانس
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 يهـا تعـداد سـلول  . نئوبار به همـراه لامـل منتقـل شـد    

در پـنج  ) رنـگ  يآب ـ(مـرده   يهـا و سلول) شفاف(زنده

شمارش شده  يپ نوركروسكوير ميخانه لام نئوبار ز

هـا و درصـد   ل تعـداد كـل سـلول   ي ـو به كمك فرمول ذ

  ).15(ن شدييزنده تع يهاسلول

N=n×5×2×10
4 

   

   =nشـمارش شـده در پـنج خانـه     يهـا ن سـلول يانگيم

      =ml Nهر   ها درتعداد كل سلول

مـرتبط   يها ت به منظور انجام آزمونيدر نها

ت يوس ـمون يهـا ك سـلول ي ـولوژيزيف يبا عملكردهـا 

ــال ــاز  ياستحص ــي ــاويك سوسپانس . 1×106 يون ح

  .ه شديتهليتر  در هر ميلي سلول زنده 

ــرا  ــ يب ــقابل يبررس ــت حي  MTT( ،100(ياتي

سلول  1×106(ت يون مونوسيتر از سوسپانسيكروليم

ــ ــر يدر ميل ــه  يحاصــل از هــر روش جداســاز ) ليت ب

ون بـه  يختـه و انكوباس ـ يخانـه ر  96ت يپل يهاچاهك

تر يكروليم 20ت يدر نها.  انجام شدمدت چهار ساعت 

ها به چاهك) تريل يليگرم در م يليم MTT )5از محلول 

ون بـا  يقـه انكوباس ـ يدق 20د و بعد از مـدت  شاضافه 

ــزودن   يهـــاســـتاليكر  DMSOتـــر يكروليم 150افـ

 490جــه در طــول مــوج يفورمــازون حــل شــده و نت

  ).16(نانومتر قرائت شد

ال بـه وســيله  به منظور ارزيابي برداشت نوتر

 يمختلف جداسـاز  يهاحاصل از روش يهاتيمونوس

ــول   ــه طــور خلاصــه، محل ــوترال 33/0ب رد  درصــد ن

ط كشــت يدرصــد محــ 10بــه ميـزان  ) كــايآمرسيگماــ  (

ساعت  2ها به مدت د و سلوليها اضافه گردتيمونوس

ط كشـت  ين مدت زمـان مح ـ يا يبعد از ط. انكوبه شدند

با بـافر فسـفات شسـته    ها سه بار خارج شده و سلول

ط يهـا، هـم حجـم مح ـ   سـلول  يپس از شستشو. شدند

ك در يد اسـت يدرصد اس ـ 1 يكشت اوليه از محيط حاو

 يدرجه به مدت ده دقيقه افـزوده و به آرام ـ 50اتانول 

                   ته يت دانســـــــيـــــــدر نها. ك شـــــــدنديشـــــــ

ــور ــا   يم Optical Doncity(200(ين ــول ب ــر از محل كروليت

ن يـي نـانومتر تع  540يزا ريـدر و طـول مـوج   دستگاه الا

  ).17(شد

 يكروب كش ـيتوز و ميت فاگوسيقابلبه منظور 

ت يون مونوس ـيتـر سوسپانس ـ يل يليم مين، هاتيمونوس

و  )T(به عنوان گروه تسـت ) ليتر يسلول در ميل 1×106(

بـا   )C(با به عنوان گروه شاهد PBSتر بافر يل يليم مين و

قـه  يدق 5به مدت   يس بالبتر سرم موش يكروليم 100

دا يــكاندتــر  مخمــر يكروليم 100ســپس. انكوبــه شــدند

بـه هـر دو    PBSدر بـافر  ) ليتر يدر ميل 1×106( كنسيآلب

از هر  يدر مرحله بعد. دشگروه تست و شاهد اضافه 

تــر در يكروليم 10زان يــدو لولــه تســت و شــاهد بــه م

م، سـپس  ي ـدار يقه نمونه بر ميدق 90صفر و  يها زمان

نـگ كـرده   يپتياضافه و پ) pH:11(تر آب مقطريل يليده م

 ــيكروليم 100و  ــر از سوسپانس ــون تهيت ــه  ي ــده ب ه ش

ت ي ـدر نها. شدتخت اضاف  خانه ته 96ت يهرخانه از پل

ــول  يكروليم 20 ــر از محلـ ــيم MTT  )5تـ ــرم در  يلـ گـ

قـه  يدق 30به هر خانه اضافه كرده و به مدت ) تريل يليم

ــه گرد ــانكوب ــ. دي ــا يان انكوباســبعــد از اتمــام زم ون ب

فورمازون  يهاستاليكر DMSO تريكروليم 150افزودن 

نـانومتر قرائـت    492جه در طـول مـوج   يحل شده و نت
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ن رابطـه  ي ـاز ا يكش يمحاسبه درصد باكتر يبرا. شد

   .ر استفاده شديز

 

توز بــا اســتفاده از ين درصــد فاگوســيــيبــه منظــور تع

در م گــر 150قــه در يمــدت ده دق(يقــيوژ تفريفيســانتر

ت نشـده  يفاگوس يها ي،  باكتر)گراد يچهار درجه سانت

ها به  ون جدا شده و تعداد آنيقه انكوباسيدق 90پس از 

ــ ــزودن يشـ ــول  يكروليم 20وه افـ ــر از محلـ  MTT )5تـ

ون يقه انكوباس ـيدق PBS( ،30تر يل يليك ميگرم در  يليم

ــزودن  ــر يكروليم 150و افــ ــدن  DMSOتــ ــل شــ ، حــ

جـه در  يقرائـت نت  تير نهاد فورمازون و يها ستاليكر

ر ي ـبا اسـتفاده از رابطـه ز   MTTنانومتر  492طول موج 

  ).18(شدمحاسبه 

 

 

د ي ـتول) ير اختصاص ـي ـغ(هيزان پايم يابيبه منظور ارز

هــا از روش تيآزاد بــه وســيله مونوســ يهــاكــاليراد

بــه طــور خلاصــه، . داويــس و همكــاران اســتفاده شــد

) ليتـر  يدر ميلسلول  1×106(هاتيسوسپانسون مونوس

اسـتات   قـه بـا تترادكانوئيـل فوربـول    يدق 20بـه مـدت   

ميلـي گـرم بـر     100در غلظـت نهـايي  ) كايآ مر -گمايس(

نـــــانوگرم بـــــه همـــــراه يـــــك دهـــــم درصـــــد 

 24 يهـا تي ـبـه پل ) كايآمرـ  گمايس(تروبلوتترازوليومين

قه يدق 30ت افزوده شده و به مدت يخانه حاوي مونوس

بـه هـر   . د انكوبـه شـد  گـرا  درجـه سـانتي   37در دماي 

ل يـــــمت يتـــــر از مــــــاده ديكروليم 400چاهـــــك 

اضـافه شـد و چنـد دقيقـه     ) كـا يآمرــ   گمايس ـ(ديفورما

تـر از مـايع   يكروليم 200آنگاه. ك شديت شيپل يمحتوا

 ياخانه 96ها را در ميكروپليت رويي از هريك از خانه

نانومتر  492جه با الايزا نگار در طول موج يخته و نتير

  ). 17(دشقرائت 

س يد از روش گــر يك اكسايتريجهت سنجش ن

م يمـولار سـد   1/0اختصـاراً، از محلــول   . استفاده شد

ن يــه و از ايــكرومــولار تهيم 100ك غلظــت يــت، يــترين

هـاي   به عنوان غلظـت ( ييال سه تايهاي سر غلظت رقت

. دي ـه گردي ـته) اسـتاندارد  ياستاندارد جهت رسم منحن

 1×106(ت ين مونوســويتــر از سوسپانســيكروليم 100

 96ت ي ـپل يهـا ك از خانـه ي ـدر هر ) ليتر يسلول در ميل

ل يتـر از محلـول سـولفان   يكروليم 100. خته شديخانه ر

د ياس ـ يس ـ يس 100د در يل آميك گرم سولفاني(ـد يآم

هاي حاوي نمونـه و  به تمام خانه) درصد  5ك يفسفور

قه در يدق 5ـ 10ت بـه مدت يپل. دياستاندارد اضافه گرد

بـه تمـام   . و درجـه حـرارت اتـاق انكوبـه شـد      يكيتار

لن يل ات ـي ـنفت-NED)N-1 تر محلـول يكروليم 100ها  خانه

ت بـه  ي ـاضـافه و مجـدد پل  ) دي ـدروكلراين دي هيدي آم

و درجـه حـرارت اتـاق     يكيقـه در تـار  يدق 5ـ 10مدت 

م سـاعت بـا   يجذب نوري حداكثر پس از ن ـ. انكوبه شد

نـانومتر   530ل موج استفاده از اسپكتروفتومتر در طو

ت ي ـتريزان ني ـاسـتاندارد م  يقرائت شد و از روي منحن

  .)16(دين گردييها تعدر نمونه

آوري شــده بــا اســتفاده از    هــاي جمــع  داده

هاي آماري آنوا يـك طرفـه و    و آزمون SPSSافزار  نرم

  ..تجزيه و تحليل شدند يتوك تست تعقيبي 
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  ها يافته 

تنهـا وارد   است كـه  ياتيك رنگ حيپان بلو يتر

ك روش ي ـن به عنوان يشود، بنابرايمرده م يها سلول

ن درصـد زنـده   يـي ساده و كارآمد جهت شـمارش و تع 

 1بر اسـاس نمـودار   . روديها به كار متيمونوس يمان

زان ي ـن ميب ـ يدار يرسد كـه بـه طـور معن ـ    يبه نظر م

هـا اخـتلاف   تيمونوس ـ ياستحصال و درصد زنده مان

 يهـا  زان سـلول ي ـن ميشـتر يب. وجـود دارد  يدار يمعن

زنده  يها ن درصد سلولين بالاتريچن و هم ياستحصال

مار شده با يده و تيچسب يهاتيمرتبط با گروه مونوس

ــل ــيدوكائي ــد ين م ــه بـ ـيدر مقا. باش ــيس  PBSوه ين ش

رسـد كـه در روش   ين به نظر م ـيپسيو تر EDTA/سرد

نسـبت بـه روش     يشـتر يتعداد سـلول ب  EDTA/نيترپس

PBS سرد/EDTA  شـود، هرچنـد كـه در    ياستحصال م

 EDTA/سرد PBSزنده در گروه  يها ت درصد سلولينها

  .شتر استيب EDTA/نياز گروه ترپس

نشان داد كـه    يسه آماريمقا 1بر اساس جدول

ــقابل ــوترال رد ي ــه وســيله ت برداشــت ن ــا ســلولب  يه

ن نسبت بـه  يپسيشده با روش تر يت جداسازيمونوس

در . باشــد يمــ ين تــرييگــر  در ســطح پــايدو روش د

ن به نظـر  يدوكائيو ل EDTA/سرد PBSوه ين شيسه بيمقا

به دسـت آمـده از دو    يها تين مونوسيرسد كه  ب يم

  .وجود ندارد يدار يروش فوق اختلاف معن

ــم  ــزان احي ــه كر MTT ياي ــاســتاليب ــ يه  يآب

ــازون  ــيله فورم ــه وس ــدريم ب ــ يتوكن ــا تيمونوس ه

. باشـد  يهـا م ـ ولن سليك ايت متابولياز فعال يشاخص

ــ ــم يدر بررس ــزان فعالي ــت متابولي ــلولي ــاك س  يه

د كه  يز مشخص گردين 1جدول، MTT ت با روشيمونوس

جداشـده اخـتلاف    يهاتيك مونوسيت متابولين فعاليب

زان ي ـن ميشـتر يكـه ب  يوجود دارد به طور يدار يمعن

شـده بـا روش    يجداساز يهاتيآن مربوط به مونوس

ن يپســيمربــوط بــه روش ترن آن ين و كمتــريدوكائيــل

  .باشد يم

ن مطالعـه  ي ـتوز كـه در ا يفاگوس ـ يابيتست ارز

له يت برداشت به وس ـياز قابل يكل يابياستفاده شد، ارز

مـار  يبعـد از ت  .دهـد يه م ـي ـت را ارايمونوس يهاسلول

ــ ــون يمونوس ــر اپس ــا مخم ــلول يت ب ــده، س ــازه ش  يه

ك خـود  ياپسـون  يهـا  رنـده يت با اسـتفاده از گ يمونوس

. كنـد  يها را نابود م ـ به برداشت مخمر كرده و آناقدام 

توز و يت فاگوس ـيرسد كه قابلين اساس به نظر ميبر ا

ــم ــ هـ ــون  يچنـ ــر اپسـ ــر مخمـ ــتار مخمـ زه در ين كشـ

ن نسـبت بـه   يدوكائيجدا شده با روش ل يها تيمونوس

ز ي ـنجـا ن ين در ايچن هم. باشديشتر ميگر بيدو روش د

بت بــه نســ ســرد PBSجداشــده از روش   يهــاســلول

 ياز نظـر آمــار  يدار ين بــه طـور  معن ــيپس ـيروش تر

  .كارآمدتر بودند

رسـد كـه    يج به نظر م ـين بر اساس  نتايچن هم 

بـه  س يترات در تست گـر ين يايو اح NBT يايزان احيم

ــيله ــ وس ــاتيمونوس ــاز يه ــا روش   يجداس ــده ب ش

ــل ــه روش يدوكائيـ ــبت بـ ــان نسـ ــالاتر  يد يهـ ــر بـ گـ

 PBSوه ين شيسه بيمقا ز درينجا نيدر ا). >001/0p(بود

بـه   يهاتيرسد كه مونوس ين به نظر ميپسيسرد و تر

ت انفجــار ي ـن سـرد، قابل يپســيدسـت آمـده ار روش تر  

  ). >001/0p(را دارا هستند يكمتر يتنفس
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ان دهنده اختلاف نش *. هاي مختلفهاي مونوسيت در گروهمقايسه درصد زنده ماني سلول ـ مقايسه شمارش سلولي ب ـ الف :1نمودار

نسبت به گروه  .>01/0pنشان دهنده اختلاف معني دار در سطح #. است EDTA /نسبت به گروه ليدوكائين  >001/0pدار در سطح  معني

  .است EDTA/تريپسين
  

  .تلفو برداشت نوترال رد بين مونوسيت هاي جداسازي شده با روش هاي مخ) MTTتست (مقايسه فعاليت متابوليك  ـ الف :1جدول

  

  برداشت نوترال رد MTTآزمون احياي   هاي جداسازيروش

EDTA  033/0 ± 527/0/ليدو كائين  063/0 ± 919/0  

PBS سرد/EDTA  021/0 ± 476/0 *# 051/0 ± 21/1 * 

EDTA  023/0 ± 401/0/تريپسين * 048/0 ± 805/0 * 
 >01/0p نشان دهنده اختلاف معني دار در سطح #. است EDTA /نسبت به گروه ليدوكائين  >01/0pنشان دهنده اختلاف معني دار در سطح  *

 .است EDTA/نسبت به گروه تريپسين

# 
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  مقايسه  عملكردهاي فيزيولوژيك بين مونوسيت هاي جداسازي شده با روش هاي مختلف :2جدول 

  

  ميزان انفجار تنفسي  ميزان نيتريك اكسايد  ميزان مخمر كشي  ميزان فاگوسيتوز  هاي جداسازيروش

EDTA   05/3 ± 66/61/يدو كائينل  08/2 ± 25/50  09/7 ± 33/71  013/0 ± 659/0  

PBS سرد/EDTA   51/3 ± 33/52 *# 46/1 ± 09/43 *# 77/5 ± 24/56 *# 025/0 ± 546/0 *# 

EDTA   41/2 ± 05/41/تريپسين * 12/2 ± 61/35 * 03/5 ± 21/43 * 018/0 ± 491/0 * 
  

 >001/0pدار در سطح نشان دهنده اختلاف معني #. استEDTA /نسبت به گروه ليدوكائين  >01/0pدر سطح دار  نشان دهنده اختلاف معني *

 .است EDTA/نسبت به گروه تريپسين

  

  بحث

از  يعيف وسيها و ماكروفاژها در طتيمونوس

مربوط  هاي هژه در مطالعيبه و يمونولوژيا هاي قيتحق

. نـد كاربرد دار يدرون سلول يهاها و انگلسميبه ارگان

ژه يــمختلــف بــه و يهــايمــاريب يمونــوتراپيامــروزه ا

ز آنهـا بـه انـواع    يا تمـا ياد شده ي يهاسرطان با سلول

به عنـوان مثـال   . شتر مورد توجه بوده استيمختلف ب

ك بـالغ شـده بـا    يتيدندر يهااز سلول يكينياستفاده كل

را  يمونـوتراپ ياز مطالعـات ا  يميهدف خاص، سهم عظ

 يهـا بـه سـلول   يكـه دسترس ـ به خود اختصاص داده 

ت امكـان  يمونوس ـ يهـا سـلول  يك با جداسازيتيدندر

مطـرح در   يك مشـكل اساس ـ ي ـ). 19(ر خواهد بـود يپذ

اين است كه ك يتيدندر يهابا سلول يمونوتراپينه ايزم

سـلول جهـت    يبه تعـداد كـاف   يدسترس يبرا ينيتضم

بـا   يمين ارتباط مستقين تضميدرمان وجود ندارد كه ا

ت بـا  يمونوس ـ يهـا از سـلول  يت كـاف يمعج يجداساز

ــالا دارد ــابرا. عملكــرد ب ــافتن روش ايــن يبن ــا ي ده آل ب

مـت، دسـت   يآسان، ارزان ق يل اجراياز قب ييهايژگيو

ت بـا خلـوص و عملكـرد بـالا     يبه سـلول مونوس ـ  يابي

ن مطالعه سه يا در ).20(همواره مورد توجه بوده است

به  يبايدست  يت برايمونوس يروش مختلف جداساز

با ب را متحمل شود، ين آسيت كمتريكه مونوس يروش

  . گرديدسه يمقاهم 

ه بـــر روش يـــت بـــا تكيمونوســـ يجداســـاز

ار آسـان و  يك بس ـيهـا بـه پلاسـت   ن سلوليا يچسبندگ

مـت  يشرفته و گران قيزات پيازمند تجهيع بوده و نيسر

 يهــاســلول يت چســبندگين خاصــيــاگرچــه ا ،ســتين

 يهــانيترشــح پــروتئ ان ژن ويــازمنــد بيت نيمونوســ

ت يبــر اســاس خاصــ يدر جداســاز. باشــديل مــيــدخ

را در فعـال   ينقش مهم ـ يديذرات كلوئ يونيمنتاسيسد

 يبـا مـرور  ). 21(ها برخوردار هستندتيكردن مونوس

ن يبراي جداسازي ا يبر منابع موجود، روشهاي مختلف

ن آنهـا  يتـر  ه شـده اسـت كـه متـداول    يها، اراتيمونوس

 MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) جداسازي به روش 

تـوان بـه خلـوص و    يم ـ اين روشاي ياز مزا. باشد يم

نــه بــالاي يامــا هز، اشــاره كــردآن بــالاي  يزنــده مــان

 ــ ــدن مسـ ــل شـ ــال فعـ ــتفاده از آن و احتمـ رهاي ياسـ

اسـتفاده   بادي، يل اتصال آنتيدله ب يسلول يده گناليس

ص يتخل ـ ).22و23(ن روش را محدود كـرده اسـت  ياز ا

 يط ـيخـون مح  يا تك هسته يها ها از سلول تيمونوس

ــه دل ــب ــبندگي  ــ يل چس ــه ســطوح پل ــا ب ــت يآنه رن ياس

مشـكل  . ت اسـت ي ـك مزي ـ يهـاي كشـت سـلول    فلاسك
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وه مناسـب بـا حـداقل    يافتن ش ـي ـن ين ب ـي ـدر ا ياساس

ن ي ـ، جهـت جداسـاختن ا  يا عملكـرد ي ـو  يب سلوليآس

و ك زاده ي ـب). 22(باشـد يهـا از كـف فلاسـك م ـ    سلول

 يتهايش استحصـال مونوس ـ يهمكاران به منظـور افـزا  

، EDTA/سـرد  PBSزنده از كف فلاسك  بـا اسـتفاده از   

ــان ــيپوشـ ــوط    يدن قبلـ ــا  مخلـ ــك را بـ ــف فلاسـ                       كـ

زان ي ـن ميمحقق ـ). 24(شـنهاد كردنـد  يپلاسما پ ـ  نيژلات

ن روش بـا روش  ي ـزنـده را در ا  يها استحصال سلول

MACS  هـــر چنـــد كـــه )24(دانســـتندقابـــل رقابـــت ،

ق ي ـن تحقي ـهـا در ا  تيك مونوسيولوژيزيف يعملكردها

 .قرار نگرفت يمورد بررس

شـروع شـد    ين مرحله از مطالعه ما زمـان ياول 

تـك   يهـا ان سـلول ي ـموجـود در م  يهـا تيكه مونوس

بــا  يبعــد از جداســاز) PBMC(يطــيخــون مح ياهســته

 يجداسـاز . دنديپك به كف فلاسـك چسـب  يها ـ كوليفا

نظـر  ه كـه سـاده ب ـ   ني ـبا ا يت بعد از چسبندگيمونوس

ل ي ـاز قبهـايي   تيب و محـدود يمعا يدارا يول ،رسد يم

ن، ييپـا  يريپـذ  ، انعطافيتيلنفوس يحضور درصد بالا

هـا   تيمونوس ـ يبـالا  يت فعـال شـدن و دسـتكار   يقابل

ه ي ـدر سـاعات اول  يتيت لنفوس ـي ـدرصد جمع. باشد يم

اغلب با چند بـار   يول ، ممكن است بالا باشد يجداساز

 26(شـوند يط خارج ميها از محتين لنفوسيشستشو ا

  ).25و

در گذشته نشان داده شده اسـت كـه اسـتفاده     

 ،EDTA وم يزيــم، منيبــدون كلســ PBS از محلـول ســرد 

شـلاته   EDTA به وسـيله  ين سلوليب يمياتصالات كلسـ

ط سرد بودن محلـول كمـك بـه    ين شرايدر ا. شود يم

  .كنـد يهـا از ســطح فلاسـك م ـ    سـلول جدا شدن بهتر 

ن يتـــرز از مرســـوميـــن EDTA/نيپســـياســـتفاده از تر

چسبنده به فلاسـك از   يهاسلول يجداساز ياه روش

ــقب ــبن يهــال ســلولي  يهــامال و ســلوليمزانشــ يادي

مت يك ماده گران قين به نسبت يپسيتر. است يتومور

ك و ي ـتيت پروتئولاي ـل ماهي ـبوده كه كـار بـا آن بـه دل   

اد و يار زيازمند دقت بسيها، نرسان آن به سلول بيآس

شـگاه و هـر رده   يق در مورد هـر آزما يدق ينه سازيبه

ت ي ـكـه در صـورت عـدم رعا    ياست، به طـور  يسلول

ن خواهنـد  يده از ب ـيچسـب  يهاسلول يط به راحتيشرا

  ). 27(رفت

ن بـه  يدوكائي ـاسـت كـه از ل   يدي ـمد يهـا مدت

 يهـا اميمهار پجهت  يحس كننده موضع يك بيعنوان 

ا درمـان  ي ـن ممانعـت و  يچن مرتبط با درد و هم يعصب

حـس   ياثـرات ب ـ . شـود يقلب استفاده م ـ يبطن يتميآر

ــده ل ــكنن ــدتا از طريدوكائي ــن عم ــذاريثأق تي ــر  يرگ ب

ن غشـا بـه   ي ـا يريو كـاهش نفوذپـذ   يميسد يها كانال

گذشـته بـه    هـاي  همطالع ـ. ردي ـگيم صورت ميون سدي

حـداقل   ين دارايدوكائيل مشخص كرده است كه يخوب

ــر م ــر ب ــاث ــاني ــده م ــاســلول يزان زن ت يمونوســ يه

كـه   ز نشـان داد ي ـن مطالعه حاضـر ج ينتا). 28(باشد يم

 يهـا و استحصـال سـلول   يزان زنـده مـان  ين ميشتريب

. باشـد ين م ـيدوكائي ـده مربـوط بـه ل  يت چسبنيمونوس

جـه  يكـه نت  ييرات غشاييرسد كه تغين به نظر ميبنابرا

منجر  يها است به راحتن بر غشاء سلوليكائدوير ليثأت

ن ي ـن  بـر ا يچن ـ هـم . شوديها من سلوليا يبه جداساز

ن يپس ـيوه اسـتفاده از تر يرسد كه شياساس به نظر م
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 يشـتر يكـه موجـب استحصـال سـلول ب     ني ـبا وجود ا

هـا  ن سـلول يا يول شود،يسرد م PBSنسبت به روش 

 PBS ايـــو   EDTA/نيدوكائيـــســـه بـــا روش ليدر مقا

در . دارند يك قابل توجهيولوژيزي، اختلال ف EDTA/سرد

ل امكـان  ي ـرفت، بـه دل يطور كه احتمال م ن همانين بيا

 ين، وجـود جداسـاز  يپس ـيتر به وسـيله  يب سلوليآس

در   EDTA/سـرد  PBS سه با روش يشتر در مقايسلول ب

. به دست آمـد  يزنده كمتر يهان، سلوليپسيروش تر

ــقابل ــالايـ ــل يت بـ ــت آوردن  يدوكائيـ ــه دسـ ن در بـ

تــك  يهــابــا خلــوص بــالا از ســلول يهــا تيمونوســ

نشـان داده شـده    انسـان قـبلاً   يط ـيخـون مح  يا هسته

    ).29(است

هـا از دو   سـلول  ياتي ـت حي ـجهت سـنجش فعال 

نكته لازم . استفاده شد MTT يايو اح NRتست برداشت 

كسـان  يهـا   سلول يالزاما با زنده مان ياتيت حين قابليا

زان ورود ي ـبر اساس م سلولها عمدتاً يده مانزن. ستين

ده يها سنج پان بلو به سلوليل ترياز قب ياتيك رنگ حي

كـه   ييهـا  سلول(مرده ين اساس سلولهايبر ا. شود يم

ل اخـتلال  ي ـبـه دل ) انـد دهيمـرگ رس ـ  ييبه مرحلـه نهـا  

ن يبنـابرا . شـود   يتوپلاسم آنها ميرنگ وارد س ييغشا

ك سـلول  يبلو به عنوان پان يكه در تست تر يهر سلول

ــداد   ــده قلم ــوزن ــا داراش ــدرت ح يد، الزام ــق و  ياتي

ن ي ـدر ا). 30(ستيك سلول زنده نيك يمتابول يتهايفعال

عملكرد دو قسـمت    ياتيمطالعه جهت سنجش قدرت ح

 يبه عنوان عامل اصـل  يغشاء سلول يعنيسلول  ياصل

ها بـه عنـوان    سلول يتوكندريو م يت غشائيحفظ تمام

 .ده شـد يسـنج  يسـلول  يزم هـواز يمتابول يهسته اصل

ن يچن ـ و هـم  ياستحصـال  يهـا  زان سـلول ي ـن ميشتريب

ــالاتر ــروه   ين درصــد ســلولهايب ــا گ ــرتبط ب ــده م زن

بـر  . باشـد  ين م ـيدوكائي ـمار شده با ليت يهاتيمونوس

كـه روش   يرسد كه بـا وجـود   ين اساس به نظر ميهم

 PBSرا نسـبت بـه روش    يادتري ـز يهـا  پسن سلوليتر

ن يدر ا يزنده كمتر يها ن سلوليكند، با ايا مسرد جد

 .ديآيروش به دست م

وه ياست كه به ش يونيك رنگ كاتينوترال رد  

 ييت غشـا ي ـبـا قابل  يهـا سـلول  به وسـيله توز ياندوس

ظ يزوزوم  تغل ـي ـبرداشـت شـده و در بخـش ل    يمناسب

توانـد كـه بـه عنـوان     يبرداشت نوترال رد م ـ. گردديم

و بخــش  يســلول يغشــا يتايــت حيــاز قابل يشاخصــ

ــيل ــلول يزوزوم ــا س ــ يه ــه  يمونوس ــر گرفت ت در نظ

ت يرسد كه قابليج ما به نظر ميبر اساس نتا). 31(شود 

نسبت به  EDTA/سرد PBSوه يبرداشت نوترال رد در ش

ن يدوكائي ـروش ل. شـود يشتر حفظ م ـيها بر روشيسا

، احتمــالاً ييغشــا يهــاتيــر در قابلييــل تغيــز بــه دلي ـن

ــ ــاتوياندوس ــدك ييز غش ــه روش  يرا ان ــبت ب  PBSنس

 . دهديكاهش م

بـه واسـطه    يپس از برداشت سـلول  MTT ماده

نامحلول  يهاستاليت چرخه انتقال الكترون به كريفعال

موجـب   DMSO افزودن مـاده . شوديل ميفورمازون تبد

 MTT ياي ـزان احي ـم. شـود يها م ستالين كريحل شدن ا

ــه كر ــاســتاليب ــ يه ــه  يآب ــازون ك ــفورم  ه وســيلهب

ت ي ـاز فعال يشود، شاخص ـياسپكترفوتومتر خوانده م

ز بـه  ي ـنجـا ن يدر ا). 32(باشد يها من سلوليك ايمتابول

و  يرات جزئــيثأل ت ـي ـن بـه دل يدوكائي ـرسـد ل ينظـر م ـ 
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نسـبت بـه    يمحدود به غشاء خود موجب اختلال كمتر

  .ها شده است ر روشيسا

ت يب عامـل فاگوس ـ ي ـتوز و تخريت فاگوسيقابل

ــي ،شــده ــر يك ــم ت ــين وياز مه ــاســلول يهــايژگ  يه

ل ي ـت كننـده از قب يفاگوس ـ يهـا سلول. ت استيمونوس

مختلـف از   يهـا ژن يبرداشـت آنت ـ  يها براتيمونوس

اسـتفاده   يادهي ـچيپ يهاسميمختلف و مكان يهارندهيگ

زان ي ـنشـان داد كـه م   حاضـر ج ينتـا ). 7و 27(كننـد يم

 يهـا سـلول  يت مخمـر كش ـ يتوز و قابليت فاگوسيقابل

 PBSن و يپسيبا تر يجداساز يهات در روشيمونوس

در . افتـه بـود  ين كـاهش  يدوكائيسرد نسبت به روش ل

ن  اتفــاق يپس ـين كــاهش در روش تريشـتر ين بين بــي ـا

ا ي ـ ياز نابود ين كاهش ناشيرسد ايبه نظر م. افتد يم

ا ي ـهـا و  تيمونوس ـ يسطح يهارندهير فعال شدن گيغ

ل در ي ـدخ يهـا سـم يكانط مناسب ميشرا يعدم برقرار

از روش  يب ناشــيتوز بــه دنبــال آســينــد فاگوســيفرآ

د در نظـر  ي ـن باين ب ـيكه در ا يانكته.  باشد يجداساز

ل ي ـن بـه دل يدوكائي ـكـه ل  كه انتظـار   يداشت با و جود

 ،توز شـود يموجـب اخـلال در فاگوس ـ   يرات غشائيثأت

بـه  جـاد شـده   يرات ايي ـكـه تغ  ل آني ـاحتمالاً به دل يول

 ين  در بـازه زمـان  يپس ـين بر خلاف تريدوكائيلوسيله 

ج يت منجر بـه نتـا  ير هستند، در نهايپذ برگشت يكوتاه

 .شده است يبهتر

ز ي ـو نيداتيكه گاهـاً انفجـار اكس ـ   يانفجار تنفس

فعـال واكنشـگر    يهـا شـود بـه سـنتز گونـه    يده مينام

توز اطـلاق  يفاگوس يهاژن از انواع مختلف سلولياكس

و  ياز شدت انفجار تنفس يخصشا NBTتست . شوديم

 يهـا  سـلول  به وسـيله ژن يآزاد اكس يهاكاليد راديتول

بـه  پـس از برداشـته شـدن     NBTرنگ . ت استيمونوس

ا ي ـهـا اح  د در داخـل فـاگوزوم  يون سوپراكسيآن وسيله

. گـردد  يفورمـازون م ـ  يهـا  سـتال يل به كريشده و تبد

 يهـا  سـتال يمنجر به حل شـدن كر  DMSOافزوده شدن 

د ي ـزان تولي ـون شده كه شدت آن متناسب بـا م فورماز

ز ي ـس نيتست گـر ). 33(ژن استيآزاد اكس يها كاليراد

بـه  د يك اكسـا يتريد نيت تولياز قابل يبه عنوان شاخص

 35(شود يت در نظر گرفته ميمونوس يهاسلول وسيله

ن منجـر بـه حـداقل اثـرات     يدوكائيز لينجا نيدر ا). 34و

 يهـا تيك مونوس ـي ـوژوليزيت فين دو قابليمخرب بر ا

  .شده است ياستحصال

 هـاي  هدر هر حال لازم است كه در آينده مطالع

هاي جداشده از جمله ميزان بيـان   تكميلي بر مونوسيت

و  D16و CD206  ،CD68،CD14(هاي سـطح سـلولي   شاخص

در كنار ارزيابي ) هاي كموكاينيچنين الگوي گيرنده هم

هـا   سـلول  هبـه وسـيل  هاي توليـدي   پروفايل سايتوكاين

  .صورت پذيرد

  

   يريگ جهينت

ج حاصـل از مطالعـه حاضـر    يبا توجـه بـه نتـا   

 يكرد كـه انتخـاب روش جداسـاز    يريگ جهيتوان نت يم

، يزان  استحصـال، زنـده مـان   ي ـتوانـد م يت م ـيمونوس

 ؛لي ـهـا از قب تيمونوس ـ يو  عملكرد ياتيح يهاتيقابل

ــم ــي  ــيزان فاگوس ــار تنفس ــدرت انفج ــ، قابليتوز، ق ت ي

د يــزان برداشــت نــوترال رد و توليــ، ميوب كشــكــريم
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 ،ر قـرار دهـد  يثأتـروژن را تحـت ت ـ  يآزاد ن يهاكاليراد

 يد قبل از انتخـاب روش مناسـب جداسـاز   ين بايبنابرا

به سلول مورد نظـر در   يابيت هدف از دست يمونوس

كـه   كـرد ن بـرآورد  يچن حاضرج ينتا. نظر گرفته شود

 ،باشـد يهتر م ـن بيدوكائيل ياستفاده از روش جداساز

ن روش ي ـهـا در ا تيمونوس ـ يعملكرد يهاتيرا قابليز

گر بالا بوده و روش انجـام  يد يهاسه با روشيدر مقا

 . باشدينه ميآن آسان و كم هز

  

 تشكر تقدير و 

ان نامــه يــاز پا ين مقالــه حاصــل بخشـ ـ يــا

ــر  ييدانشــجو ــع دكت ــوژيا يتخصصــ يمقط ، يمونول

باشد كه بـا   يم 1395ه در سال يمصوب دانشگاه اروم

 يه در بخـش كشـت سـلول   يدانشگاه اروم يت ماليحما

اجرا شده است  يدانشكده دامپزشك يمونولوژيگروه ا

شـبرد  يكـه در پ  يافراد يسندگان از زحمات تماميو نو

 .نمودند كمال تشكر دارند يپژوهش حاضر همكار
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Abstract 
 

Background & aim: Easy access, rapid recovery and high potency of monocyte cell therapy have 
led to special attention in cell therapy research. Monocytes are considered as sticky cells to the 
flask. Therefore, finding the appropriate isolation method that has the least damage to the cell and 
its function is of particular importance. The purpose of this study was to compare the functional 
capabilities of monocytes after isolation with three methods: lidocaine / EDTA, trypsin and cold 

PBS / EDTA.  
 
Methods: In this experimental study, after extraction of peripheral blood mononuclear cells from 
Balb / c mice, cells (107 × 1 cells / ml) were incubated in RPMI culture medium in T25 culture flask 
for 4 hours. After incubation time, non-adherent cells (mainly lymphocytes) were separated by two 
rinsing and removed from the flask. Three different methods of trypsin, lidocaine and phosphate 
buffer saline were used for isolation of monocyte cells. After isolating the cells with each method, 
the functional capabilities of the monocytes were measured and compared with each other. The 
collected data were analyzed using one-way ANOVA. 
 
Results: The amount of extraction, survival, metabolic activity, phagocytosis percentage, 
respiratory explosion, nitric oxide levels, and yeast potential in cells isolated by lidocaine were 
significantly higher than other groups. Although the use of trypsin, although it results in the removal 
of more cells, is cooled to the PBS method, but these cells exhibit significant physiological 
impairment in comparison with the Lidocaine / EDTA or PBS / EDTA method. Neutral red uptake 
was detected by trypsin isolated monocyte cells in comparison to the other two methods at lower 
levels. In comparison between cold PBS and lidocaine, it seems that there is no significant 
difference between the monocytes obtained from the two methods in terms of neutralization.  
 
Conclusion: Compared to trypsin and PBS / EDTA, the Lidocaine / EDTA method is an 
appropriate method for isolating monocytes adherent to the flask, due to the extraction of more 
efficient and efficient cells. 
 
Keywords: Isolation, Function ,Monocyte, Lidocaine, Trypsin, Phosphate Buffered Saline. 
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