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  :نويسنده مسئول
  سعيد عابديان كناريدكتر 

دانشگاه علوم شناسي  منيگروه اي
  پزشكي مازندران

   ايران- ساري
  +98 912 198 5667: تلفن 

  :پست الكترونيكي
abdeianlab@yahoo.co.uk 

  
 حاوي پلاسماي خودي جهت جداسازي مونوسيتها % 5تروز ساستفاده از سرم دك

  
   4نيا    هادي حسن3 بهنوش بيرانوند  2 سعيد عابديان كناريدكتر   1 الهام بيرانوند

   دانشگاه علوم  عمومي،پزشك 3  مازندراني  دانشگاه علوم پزشكشناسي،    كارشناسي ارشد ايمني4،   گروه ايمني شناسيدانشيار 2،  شناسي كارشناسي ارشد ميكروب 1
  اهواز شاپور  جنديپزشكي 

  429-435  صفحات 91 بهمن و اسفند  ششم  شماره شانزدهممجله پزشكي هرمزگان  سال 

  دهيچك
اي هاي مختلف از جمله توليد پروتئين ه با اهميت است كه در زمينه كشت سلولهاي پستانداران يكي از روشهاي مهم و :مقدمه

هاي ايمني در  ثر در پاسخؤسلولهاي م از ماكروفاژها، ها و مونوسيت. هورمونها كاربرد دارد آنتي بادي مونوكلونال و نوتركيب،
اي خون محيطي با روشهاي مختلفي صورت  جداسازي اين سلولها از سلولهاي تك هسته. مقابل آنتي ژن هاي بيگانه هستند

فلاسك كشت  اي خون محيطي استفاده از جداسازي مونوسيتها از سلولهاي تك هسته گيرد، يكي از روشهاي متداول در مي
 درصد 5هدف از اين مطالعه طراحي محيط كشت سلولي با استفاده از دكستروز .  استRPMI 1640سلولي حاوي محيط 

  .ها بوده استهمراه با پلاسم ي اتولوگ به منظور توليد محيط كشت ارزان و در دسترس براي جداسازي مونوسيت
در شرايط يكساني در  اي خون محيطي جدا شده و  داوطلب، سلولهاي تك هسته40 از ،اي تجربي مطالعهاين در  :كاروش ر

 37تحت شرايط دماي ) autologous plasma(حاوي پلاسماي اتولوگ  درصد 5سرم دكستروز وRPMI 1640  هاي محيط
رنگ تريپان بلو  استفاده از  با،مرفولوژي سلولها  تعداد، ميزان زنده بودن وسپس. دي اكسيد كربن كشت داده شد % 5درجه و 

  .مورد بررسي قرار گرفت Invert و ميكروسكوپ
حاوي پلاسماي خودي جدا % 5  سلول از سرم دكستروز2-2/2 ×106  وRPMI  سلول از محيط كشت 8/1 -2×106 :نتايج

  .  همچنين تفاوت مورفولوژيكي بين دو محيط مشاهده نشد. ري وجود نداشتدا شد كه از نظر آماري بين دو روش تفاوت معني
اي  توان در جداسازي مونوسيتها از سلولهاي تك هسته مي% 5 نتايج ما نشان داد كه از سرم دكستروز :گيري تيجهن

 جداسازي مونوسيتها هاي ساده براي توان نتيجه گرفت كه اين روش يكي از تكنيك بنابراين مي. خون محيطي استفاده كرد
  .است

  ها   مونوسيت– سرم - كشت سلولي :ها كليدواژه
  4/2/91:     پذيرش مقاله 25/1/91:      اصلاح نهايي11/3/90: دريافت مقاله

  

  : مقدمه
 ژن شامل مونوسيتها و كننده آنتي سلولهاي عرضه

هاي ايمني در مقابل  مهمي در پاسخ ماكروفاژها نقش اساسي و
لذا در شروع  عوامل خارجي دارند، هاي بيگانه و ژن آنتي
  ).1(اي برخوردارند  اي ايمني از اهميت ويژهه پاسخ

با اهميت  كشت سلولهاي پستانداران يكي از روشهاي مهم و
هاي  پروتئين هاي مختلف از جمله توليد است كه در زمينه

 بادي مونوكلونال، آنتي هاي ويروسي، ساخت واكسن نوتركيب،

تمايز سلولهاي  در تكثير و). 2( داروها كاربرد دارد ها و هورمون
 RPMIاي خون محيطي، محيطهاي مختلفي از جمله  تك هسته

 صورت روتين براي كشت وه كه ب رود، مي كاره  ب1640
همچنين ). 3( گيرد جداسازي اين سلولها مورد استفاده قرار مي

رفته   بكارتركيبات استفاده از مواد و در تهيه محيطهاي كشت،
 حد اكثر بايستي بر اين اساس تنظيم شده باشند كه سبب تكثير

هاي كشت، سرم به عنوان يك  در تهيه محيط .)4،5 (سلولها شوند
مكمل رايج و معمول است كه حاوي ماكرومولكولهايي مثل ليپيد 
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 مولكولهاي غذايي با فاكتورهاي رشد و عناصر ضروري و و
 Fetal bovine serumاز وزن پايين است كه معمولاً

(FBS%10)كه در اين عصاره جنيني با  ،)6(شود   استفاده مي
حيواني احتمال آلودگي با ويروسها و باكتريهاي پاتوژن أ منش

كننده  طور رايج آلودهه از مهمترين باكتريهايي كه ب .وجود دارد
توان به مايكوپلاسما با قطري در   مي،باشند محيط كشت مي

همچنين آلودگي ). 7( اشاره كرد نانومتر 125-250 حدود
محيطهاي كشت با ويروسهاي انكوژنيكي مثل رتروويروسها 

تغيير شرايط طبيعي  تواند موجب پروليفراسيون سلولي و مي
گونه آلودگي، منجر  لذا وجود هر. )8( تمايز سلولها شود تكثير و

ي به ايجاد متابوليسم اگزوژني شده كه متابوليسم اندوژن سلول
هاي كشت  امروزه در سيستم). 9( دهد ثير قرار ميأرا تحت ت

هاي ويژه  هاي كشت از سرم سازي محيط سلولي به منظور غني
عنوان ماده مغذي جايگزين سرم ه  ب Serum Freeبا عنوان

 Fetalكه در اين راستا استفاده از. شود گوساله استفاده مي

bovin serumتولوگ جهت  كم كم جاي خود را به پلاسماي ا
 با). 10( مشابه سازي شرايط كشت با محيط بدن داده است

هاي كشت از اهداف  توجه به اين كه رعايت استانداردهاي محيط
 GCCP (Goodمهم در تهيه محيط كشت مناسب  اساسي و

cell culture practice) پايه و و) 11(شود   محسوب مي 
با Invitro سازي محيط  يا بافت، مشابه اساس كشت سلول و

لذا هدف از اين مطالعه طراحي محيط . )4،5 (استInvivo  محيط
 درصد همراه با پلاسماي 5كشت سلولي با استفاده از دكستروز 

اتولوگ به منظور توليد محيط كشت مناسب براي جداسازي 
مقايسه آن با محيط  توليد سلولهاي ماكروفاژ و مونوسيتها و

  .زيني مناسب بوده استبه عنوان جايگRPMI1640 كلاسيك 
  

  :روش كار
صورت غيرانتخابي ه  داوطلب ب40 از ،اين مطالعه تجربي در

پس از رضايت )  زن15 مرد و 25 (52/30با ميانگين سني 
سي سي نمونه خون محيطي  20آگاهانه و معاينات باليني دقيق، 

 گرفته شده است، EDTAيكروليتر ماده ضد انعقاد م 200در 
قسمت مساوي تقسيم  بدست آمده را به دوسپس نمونه خون 

آنها را ) PBMC(اي خون محيطي  كرده و سلولهاي تك هسته

) Sigma و USA (1.077 با استفاده از شيب گراديانت فايكول
  . به روش زير جدا نموديم

اي خون محيطي  كردن سلولهاي تك هسته جدا
)peripheral blood mononuclear cells (:  

 دقيقه جهت 5به مدت ) g 400 ( 2000دور ها در  نمونه -
جداسازي پلاسما سانتريفوژ شدند و سپس هم حجم گلبولهاي 

  .  افزوده تا رقيق شودPBSمتراكم، 
 در يك لوله استريل به ميزان نصف نمونه رقيق شده -

  . شد در شرايط كاملاً استريل ريخته  077/1 محلول فايكول
روي  ك پيپت پاستور بر نمونه به آرامي با استفاده از ي-

 دقيقه به منظور 20 به مدت 400gفايكول اضافه و سپس در 
  . اي سانتريفوژ شدند جدا كردن سلولهاي تك هسته

 لايه ايجاد شده، لايه سلولهاي تك 4 پس از سانتريفوژ از -
 در بالا قرار PBSدر زير و  077/1 اي كه بين فايكول هسته

  . داشت را جدا كرديم
 شسته و پس از PBSبار با  اي را دو  تك هسته سلولهاي-

ليتر رسانده سپس يك قطره از  آخرين شستشو به حجم يك ميلي
سپس . )12،13 (آن را جهت شمارش استفاده كرديم

متر   سانتي25سوسپانسيون سلولي را به دو فلاسك كشت 
 4 ها، حاوي فلاسك اضافه كرديم، يكي از) Nunc,USA(مكعبي 

 Fetal bovinدرصد 10همراه با( RPMI 1640  سي سي6تا 

serumاسترپتومايسين -محلول پني سيلين ميكروليتر از 100 و (
همراه با يك  (5%  سي سي سرم دكسترز6 تا 4و ديگري داراي 

 ميكروليتر از 100پلاسماي خود شخص و) درصد 20 سي سي
اين سلولها در  .بوده است) استرپتومايسين-محلول پني سيلين

كشت داده  B استريل در زير هود بيولوژيك كلاس املاًشرايط ك
 37 سي دقيقه انكوباسيون در دماي ساعت و 3پس از  شده و

، مونوسيتها به كف )CO2)14   درصد5 حضور درجه و
  perscra cellپس از برداشتن مايع رويي، با  فلاسك چسبيده و

  رامونوسيتها را از كف فلاسك به آرامي جدا كرده سپس سلولها
 استفاده از لام نئوبار با با تريپان بلو رقيق كرده و 5 به1به نسبت 

  . تعداد، بررسي شدند از نظر مورفولوژي و
   :برسي وضعيت مورفولوژي و حيات سلولي

  ساعت پس از كشت سلولي،3 و 2، 1در فواصل 
مورفولوژي سلولها مورد بررسي و مقايسه قرا گرفت و تغييرات 
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ميكروسكوپي با استفاده از ميكروسكوپ سلولي با مشاهده 
علاوه تعداد سلولهاي كشت ه ب. قرار گرفتند اينورت مورد بررسي

داده شده در دو محيط كشت با استفاده از ماده رنگي تريپان بلو 
  .شمارش و ميزان حيات سلولي مورد بررسي قرار گرفت

  :ميزان زنده بودن سلولهاي بدست آمده با روش تريپان بلو
ميكروليتر از اين  20ز تهيه  سوسپانسيون سلولي پس ا

سپس  ميكروليتر تريپان بلو مخلوط كرده، 20سوسپانسيون را با 
در طي يك تا دو دقيقه سلولهاي . بر روي لام نئوبار قرار داديم

در قسمت  )سلولهايي كه رنگ به داخل آنها نفوذ نكرده بود(زنده 
عداد سلولهاي زنده در هر ت .اي لام نئوبار شمارش گرديد  خانه25

ميزان زنده بودن سلولها به با استفاده از روش زير  ليتر و ميلي
  :محاسبه گرديد

 تقسيم 100× عداد سلولهاي زندهت = ميزان زنده بودن سلول
  .بر تعداد كل سلولهاي شمارش شده

آزمون پس از شمارش سلولها و لگاريتم گيري، با استفاده از 
tافزار   نرم زوجي و استفاده ازSPSSهاي بدست آمده  ، داده

دار در   از لحاظ آماري معني05/0كمتر از  P-value .تحليل گرديد
  .نظر گرفته شده است

  
  :نتايج

تعداد،  محيط كشت، از نظر هر دو شده از سلولهاي جدا
مورد بررسي ) Viability test(حيات سلولي  مورفولوژي و

دهد  حيات سلولي نشان ميقرار گرفتند كه نتايج حاصل از تست 
اختلاف  محيط زنده بودند و  درصد سلولها در دو95كه بيش از 

علاوه ه ب. )>05/0P (نبوده است دار آنها از لحاظ آماري معني
دهد  محيط نشان مي شمارش سلولهاي كشت داده شده در دو

  شمارهجدول (داري بين دو محيط از نظر تعداد كه تفاوت معني
  ). =711/0P (وجود ندارد )1  و2شكل ( سلولها  و مورفولوژي)1

  
تعداد سلولهاي جدا شده از محيط دكستروز و  -1جدول شماره 

 RPMIمحيط كشت 

 P-value  تعداد سلولهاي جدا شده  نوع محيط كشت

  2-2/2 × 106   درصد5سرم دكستروز 
RPMI 1640 105 × 2-8/1  

711/0P= 

  
  

  
  
  
  
  
  

ون محيطي پس از جدا سازي اي خ سلولهاي تك هسته -1 شكل
 و  5%در محيط هاي سرم دكستروز077/1با استفاده از فايكول 

RPMI 1640 اين تصوير مور فولوژي خاص .    كشت داده شد
سلولهاي مونوسيت را در ابتداي شروع كشت سلولي نشان داده 

  )40×بزرگ نمايي(است

  

 %5دكستروز 
 

RPMI 
محيط كشت سرم  بررسي مورفولوژي سلولها در -2 كلش

 ساعت انكوباسيون و در 3پس از ) 2 (RPMIو ) 1% (5دكستروز 
 )40×بزرگ نمايي(زمان شروع توليد مايكروفاژ 
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  :گيري بحث و نتيجه
عنوان ه  درصد ب5در اين مطالعه استفاده از سرم دكستروز 

 به محيط قابل دسترس و مناسب همراه با پلاسماي خودي،
داسازي سلولهاي مونوسيت از نوان محيطي مناسب جهت جع

گلبولهاي سفيد خون محيطي در مقايسه با محيط كلاسيك 
RPMI 1640استفاده از محيطهاي جايگزين .  استفاده شده است

و ارزان و قابل دسترس سبب سهولت انجام تحقيقات كاربردي و 
ترين  اساسي از. گردد لذا باعث ارتقا سطح دانش كشت سلولي مي

هاي كشت بافت و يا سلول بايد رعايت  ستمسي مواردي كه در
 فراهم  وIn vivo محيط  باInvitro سازي محيط   مشابه،شود

كردن شرايطي كه سلولها بتوانند حداكثر تكثير را داشته باشند 
توجه به اين كه استفاده از روشهاي آزمايشگاهي كشت  با ).4،5(

ي سرم و بكارگير )15(سلولي پيشرفت قابل توجهي داشته است 
هاي قابل توجهي   حيوانات آزمايشگاهي با محدوديتأبا منش

هاي كشت  ، لذا رعايت استاندارهاي محيط)17،16( مواجه است
اساسي در ايجاد محيط كشت  سلولي از اهداف مهم و

 با توجه به اين كه در). 11(شود   محسوب مي (GCCP)مناسب
ده از استفاRPMI 1640 تهيه محيطهاي كشت سلول از جمله 

كننده نيازهاي  مينأت  حيواني، به عنوان يك مكمل وأسرم با منش
و احتمال آلودگي اين ) 6(معمول است  رايج و ي سلولها، تغذيه

باكتريهاي پاتوژن   حيواني با ويروسها وأعصاره جنيني با منش
هاي انكوژنيك مانند رترو  ويروس از جمله مايكوپلاسما و

بنابراين، هر گونه آلودگي اگزوژن ). 7،8(ويروسها وجود دارد 
همچنين ). 9(تواند متابوليسم داخل سلولي را تغيير دهد  مي

هاي كشت سلولي استفاده از پلاسماي  امروزه در سيستم
 Fetal bovinهاي كلاسيك از جمله اتولوگ، جايگزين سرم

serumسازي شرايط كشت با محيط بدن شده   جهت مشابه
يتهاي دلذا در اين مطالعه با توجه به محدو). 18-20(است 

 5گر، ازسرم دكستروز  موجود، جهت نيل به كاهش مواد مداخله

درصد همراه با پلاسماي اتولوگ پس از چندين بار آزمايش 
)Optimization(مطالعات قبلي ما . ، در اين تحقيق استفاده شد

اه با  همرRPMIد كه استفاده از محيط كشت سلولي ده نشان مي
سايتوكاينهاي مناسب توانايي  توليد سلولهاي دندريتيك از 

باشد و تغيير در عوامل  مونوسيتهاي خون محيطي را دارا مي
 ستاثر ؤسازي محيطهاي كشت سلولي بسيار م مكمل در بهينه

توجه به اين كه جداسازي مونوسيتهاي خون محيطي با  با). 21(
) 23 (Elispot، )22(وكلونال استفاده از مولكولهاي آنتي بادي مون

بسيار پرهزينه ) Magnetic activated cell sorter) 24و 
 باشد، در اين مطالعه سعي شده با بكارگيري سرم دكستروز مي
 (autologous plasma)  حاوي پلاسماي خود شخص%5

توان  لذا مي. حذف شود عوامل پاتوژن خارجي احتمال آلودگي با
عنوان پايه اصلي ه  با پلاسماي خودي باز محيط ياد شده همراه

چند استفاده از محيط كشت  هر. در كشت سلولي استفاده كرد
RPMI 1640 از جايگاه مناسب و قوي در توليد سلول و نيز 

گيري از محيطهاي   اما بهره،تمايز سلولي برخوردار است
توانند سبب ارتقاء دانش كشت سلولي و  جايگزيني مناسب مي

توجه به  لذا در اين تحقيق با. تحقيقات بنيادين شودتكرارپذيري 
داري از لحاظ  نتايج بدست آمده بين دو محيط تفاوت معني
حاوي  درصد 5 آماري وجود ندارد، بنابراين سرم دكستروز

تواند   مي(autologous plasma) پلاسماي خود شخص
جداسازي  در RPMI 1640 جايگزين مناسبي براي محيط

  .دمونوسيتها باش
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Monocyte isolation using serum dextrose 5% with autologous plasma 
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ABSTRACT 
 

Introduction: Mammalian cells culture is an important method for producing recombinant 
proteins, monoclonal antibody, and hormones application. One of the common methods in 
the monocyte isolation is using flask adherent cell culture in RPMI-1640 medium. We 
aimed, in this study, cell culture medium using dextrose 5% with autologous plasma to 
produce inexpensive medium for isolation of monocytes.  

Methods: In this experimental study, we isolated peripheral blood mononuclear cells from 
40 healthy volunteers, the isolated cells were cultured in RPMI 1640 medium containing 
10% fetal calf serum and  in the media supplemented serum dexterous 5%containing 
autologous plasma under 37°C and 5% CO2 in a cell incubator. Then, count, viability and 
morphological cells were surveyed by trypan blue and invert microscope. 

Results: We isolated 1.8- 2× 106 cells /ml of RPMI culture media and 2- 2.2×106 /ml 
macrophage of serum dexterous 5% containing autologous plasma. There was not a 
significant difference between two methods (P>0.05). Also, we did not see any 
morphological variation in two culture media. 

Conclusion: Our results showed that dextrose 5% can be used in monocyte isolation from 
peripheral blood mononuclear cells.  
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