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طا  کيدونيآطاشت  دياست  رينظ ييها مولکول و يسطح يچسبندگ

 طيهتا بتا شترا    کتل يکروپاطتيم يبتا   انيت ب [.1انتقال دهنتد   

مرتبط اس  كه شامل  يمختلف کيولوژيزيو پاتوف کيولوژيزيف

 رييعروق، تغ كرد عمل ،يمنيپاسخ ا آپوپتوز، سلول، يچسبندگ

 يهتا  يمتاط يب ترومبتوز،  و هموستتاز  وژنز،يآنژ شکل عروق و

 کيت پاتولوژ اينرمال  يسرطان، عفون ، حاملگ ،يعروق-يقلب

 [.3،2  دباش يم

با توجه به نوع مطالعته و مقتداط   PMP  نقش يبرطس يبرا

 نياست . بتد   ياز پلاك  ضتروط  PMP يجداساز از،يموطد ن

مطالعتات   يوجتود داطد. دط برخت   يمتنتوع  يهتا  منظوط طوش

فعال شده و  نيمثل ترومب س يها با استفاده از مواد آگون پلاك 

 گتر، يد يدط برخت  .[6-4  شتوند  يهتا جتدا مت    PMP ستس  

PMPپلاك  كنسانتره  سهيك از يداط نگه يدط ط دشدهيلتو يها

ذوب  -زيت از طوش فر زيت ن نيمحققت  ي[. برخت 7  شوند يجدا م

 [.8  كنند ياستفاده م

 وژيفياستتتفاده از ستتانتر PMP هيتتطوش ته نيتتتر مرستتوم

 يذكر شده بترا  يتعداد دوطهاباشد اما دط مقا ت متفاوت  يم

باشتد.   يمتنتوع مت   اطيبس (PRP) از پلاك  يغن يپلاسما هيته

 وژيفيستانتر g  1800از دوط Nielsen مطالعته  مثتال دط  يبترا 

 g وژيفيمنابع  از  دوط سانتر يدط برخ كه ياستفاده شده دط حال

 [.10،9استفاده شده اس    200

امتتروزه  يو ستتادگ  يحساستت ليتتبرادفتتوطد بتته دل طوش

 نيت . استا  ا اس  نيپروتئ يكم يريگ طوش اندازه نيتر معمول

 نيت . بته ا باشتد  يمت  يديباند شدن است  ييتوانا يطوش بر مبنا

 يشتدن طو  زهيونيت قابل  يها به گروه يكه طنگ كوماس بيترت

دط ستاختمان   يشتکل  رييت كته باعتت تغ   دهد ينشان م نيپروتئ

 نيپروتئ دطوفوبيه يها آن گروه جهيشود كه دط نت يم نيئپروت

 ياختصاص ريغ ونديپ يطا برا طيكه شرا رديگ يدط سطح قراط م

شود. باند شتدن   يموجب م نيبه پروتئ يكوماس ريپذ و برگش 

و  كنتد  يمت   يت طنتگ طا تثب  يفرم آب يبه طنگ كوماس نيپروتئ

شود. امتروزه   يم نيپروتئ زانيمتناسب با م يطنگ رييمنجر به تغ

جتذب   زانيكه م کياتومات يها خوان  يطوش برادفوطد دط پل

 .طود يكاط م سنجند به يم nm 595 طا دط ينوط

 قيت از طر PMPتعتداد   نيتي تع يبتا    نته يتوجه بته هز  با

ضتروطت استتفاده از    نيچنت  ( و همmicro bead) ذطات کرويم

 نيتي تع طستد  يبه نظر مت  تومتر،يمانند فلوسا نهيپرهز يدستگاه

صرفه  و به عياطزان، سر يبه طوش برادفوطد طوش PMPغلظ  

 يهتا  ، گاه وجود غلظت  PMPدط مطالعات  نيچن باشد. هم يم

 يمطالعته ستع   نيدط ا نياس . بنابرا يضروط PMP از يي با

 زياثر فر نيچن هم وژيفيمختلف سانتر يدوطها ريشود كه تأث يم

 دشتده يتول PMPغلظت    يبتر طو  مختلف يها كردن دط زمان

و  متتذكوط يفاكتوطهتتا رييتتتغ . بتتارديتتقتتراط گ يبرطستت متتوطد

 هيته يطوش برا نياز ا توان يم PMP تر شيمقداط ب يجداساز

  .داد موطد استفاده قراط يبعد قاتيدط تحق PMP تر شيب ريقادم
 

 هامواد و روش
متوطد مطالعته،    يهتا  و نمونته  يانجام شده تجرب ي مطالعه

شتتده از اهداكننتتدگان ختتون   يآوط پلاكتت  كنستتانتره جمتتع 

اي و آموزشي استتان   انتقال خون منطقه گاهيكننده به پا مراجعه

 ريشتد. بته منظتوط مطالعته تتأث      هيته 1393تهران دط زمستان 

هتا، بتا توجته     کليکروپاطتيم يمختلف بر جداساز يفاكتوطها

 گتاه، يپا نيپلاك  كنسانتره از ا سهي، پنج كمطالعات انجام شده

 يهتا  سته يك يهتا بتر طو   شيمطالعه همه آزما نيشد. دط ا هيته

انتختاب طوز ستوم    ليت كنسانتره سه طوزه انجام شد. دل يپلاكت

زمتان   )بتود:  باشد يم يپلاكت سهيك يانقضا مدت زمان ره،يذخ

 يهتا  سته يبته جتن  ك   وجته گذشته باشه(. با ت ديفعل گفته با

[. 11باشتد    يسه طوز م يداط مدت زمان نگه ران،يدط ا يپلاكت

انتختاب شتدند. ابتتدا     يصتوطت تصتادف   هبت  يپلاكت يها سهيك

شتدند تتا دط    يابياطز swirling دهيها از نظر حجم و پد پلاك 

 افت  ياثر گذاط نباشند.  زم به ذكر است  قبتل از دط   شيآزما

 HIV (Human] يروست يو يربالگرغ يها شيآزما ،ها پلاك 

Immunodeficiency Virus), HCV (hepatitis C virus), 

HBV (hepatitis B virus)] انجتام و  ،يپلاكت يها سهيك يطو 

 .شده بود ليتکم

 وژيفياز دوط متفاوت سانتر PRP  هيته ي: برا

 يهتا  ستلول  ياستفاده شد، دط پروتکل اول، بعتد از جداستاز  
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دط لولته فتالکون    يپلاكت سهيك اتي، محتو300gمانده دط  يباق

  .ديگرد وژيفيسانتر  15minبه مدت   1500gو دط  ختهيط

مانده دط  يباق يها سلول يپروتکل دوم، بعد از جداساز دط

g300و دط ختته يدط لولته فتالکون ط   يپلاكت سهيك اتي، محتو 

g  5000  15به مدتmin  ديگرد وژيفيسانتر. 

انتقتتال داده شتتد و   ديتتجد وبيتتبتته ت يتتيطو عيمتتا

 c8˚ يدط دما  20minبه مدت  g16000ها دط   کليکروپاطتيم

هتا   ، غلظت  آن PBS بتاط شستشتو بتا    جدا شدند. پ  از سه

 .محاسبه شد

 ي، دو پروتکتل زمتان  PMP هي: دط مرحله آخر ته

 قته يدق10بته متدت    g 300 . ابتتدا دط ديت گرد يمختلف برطس

بته   g 1700 جدا شدند. سس  دط سهيموجود دط ك يها سلول

طبتق دو   يتي شده و ستو  طو  نينش ها ته پلاك  10minمدت 

 ي. دط پروتکتل زمتان  ديگرد وژيفيمتفاوت سانتر يپروتکل زمان

  20minبتته متتدت   g 16000هتتا دط  کتتليکروپاطتياول، م

 دط يستتازدوم جدا يشتتدند و دط پروتکتتل زمتتان يستتاز جتتدا

g16000  2به مدت min يمراحتل دط دمتا   يانجام شد. تمام 

 ˚c 8   انجام گرف . پ  از سه باط شستشتو بتا PBS    غلظت ، 

 .ديمحاسبه گرد

 به متدت   g 300 وژيفيسانتر دط PRP هي: بعد از ته

20minبا حجم  ، لوله( 10هاcc  ) دط˚c80- شتدند. دط   زيت فر

 يدط دمتا   PRP ،PRPهيت صتفر تتا پتنج بعتد از ته     يهتا طوز

دط   20minبته متدت    g16000  ذوب شدند و دط شگاهيآزما

شتد ستس     هيت تهPMP  طسوب و شد وژيفيسانتر C  8˚يدما

 .ها محاسبه شد آن ، غلظ PBS شستشو با طپ  از سه با

طستتتوب  وژيفياز انجتتتام ستتانتر  بعتتد 

شسته شتد. ستس     PBS سه باط با يپلاكت يها کليکروپاطتيم

 نيتي بتا طوش برادفتوطد تع   يپلاكتت  يها کليکروپاطتيغلظ  م

بتا    (BSA)يسترم گتاو   نيمنظتوط از آلبتوم   نيت . بته ا ديگرد

به عنوان استانداطد استتفاده شتد و از آن    µg/ml 1000غلظ 

 µg/ml 31/25 ،62/5 ،125 ،250 ،500 ،1000شش غلظ 

 nm دط طتول متو     (OD)جذب نوط زانيو م شد هيمختلف ته

. ديت قرائ  گرد (NanoPhotometer™ Pearl) با دستگاه 595

 .شد نييها تع استانداطد، غلظ  نمونه ياسا  منحن بر

:CD41   توجته بته    بتا

 يهتا  به محلول يسهول  دسترس ها و پلاك  يبرا  ياختصاص

هتا از   کتل يکروپاطتيم  يت ماه دييت تا ي. براديآن، انتخاب گرد

 نيت . بته ا ديت استتفاده گرد  يتومترياز تس  فلوس منشاء پلاك 

 Anti-CD41a Ab FITC از µl  5ها بتا  کليکروپاطتيمنظوط م

(BD bioscience)   از كلتون HIP8  شتده و دط   يزيت آم طنتگ

انکوبه شدند.  قهيدق 30 به مدت ،يکيو تاط( ºc4) خچالي يدما

 جيو نتتا  زيآنال Partec Flowcytometer سس  توسط دستگاه

 .شد يبرطس Flowmax افزاط با نرم

نمونه پلاك  موطد  5ها،  تس  هيكل يذكر اس  كه برا قابل

 هيت و كل دنديباط تکراط گرد 3ها  شيگرف  و آزمااستفاده قراط 

 يآمتاط  يهتا  و آزمتون  SPSS version 22افتزاط   با نرم جينتا

Repeated Measures  وPaired sample T-test متتتوطد 

 .قراط گرف  يبرطس

 

 نتايج
 يتومتريفلوست  زيها، آنتال  کليکروپاطتيم  يهو نييتع يبرا

 CD41ژن  يآنتت  يبرا ها کليکروپاطتيم يزيآم انجام شد. طنگ

هتا   آن يدهنده منشتاء پلاكتت   امر نشان ني%( كه ا75) مثب  بود

 (.1اس  )شکل

بر مقداط  وژيفياثر سانتر يبرطس دط

كتته دوط  نشتتان داد جينتتتا دشتتده،يتول يهتتا کتتليکروپاطتيم

غلظتت   شيافتتزا باعتتت PRP  هيتتدط ته نييپتتا وژيفيستتانتر

 داط بتود  يمعنت  ياز لحاظ آمتاط  جيشده و نتا ها کليکروپاطتيم

(05/0p value<به عباطت د .)دط  وژيفيكاهش دوط ستانتر  گري

بته دست  آمتده     يها کليکروپاطتيم شياباعت افز PRP هيته

 اند. نشان داطه شده 2شکل دط  ري. مقادشود يم

 زانيت نشان داده شتد كته م   وژيفياثر زمان سانتر يبرطس دط

با  min 2يها زمان ني، بcc PRP 10از ها کليکروپاطتيم ديتول

min 20  وجتود نداشت    يداط تفاوت معنتا (05/0p value<  .)

 .باشد يموضوع م نيا انگريب 3شکل 
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، CD41 براي ها ميکروپاطتيکل فلوسيتومتري . آناليز1 شکل

گراف  :A  .بودند مثب  ماطكر اين براي دطصد 75 ها ميکروپاطتيکل

به عنوان جمعي  اصلي  R1نمايشگر پراكندگي سلول مي باشد كه گي  

كونژوگه  CD41بادي عليه  : گراف نمايشگر اتصال آنتيBانتخاب گرديد. 

 .FITCبا 

: بتا  PMPغلظت   زانيت وم PRP ديت جه  تول وژيفياثر دوط سانتر .2شکل 

، غلظت   1500gبته   5000gاز  PRP ديت دط مرحله تول وژيفيكاهش سانتر

PMP اف ي شيافزا  p ≤0.05).) 

 

 مختلف، يهادط طوز PMP ديدط تول زياثر فر يبرطس يبرا

دط  هتا  کتل يکروپاطتيم زانيم ش،يصفر آزما با طوز سهيدط مقا

 جيداط بود. نتا يمعن شيافزا نيبود و ا افتهي شيتمام طوزها افزا

 يديت تول PMPبر مقداط  زكردنيمختلف فر ياثر طوزها يبرطس

 شده اس . نشان داده  4شکل دط 

ذكر اس  بتا توجته بته معنتاداط نبتودن طونتد        انيشا البته

كردن دط همه  زياز طوز دوم به بعد، استنتا  شد كه فر يشيافزا

 شيافتزا  نياما بشد  کليکروپاطتيم ديتول شيطوزها باعت افزا

 .وجود نداش  يميتعداد طوزها طابطه مستق و کليمقداط پاطت

ها، با  آن غلظت بر PMP جداسازی مرحله در زمان تغییر اثر .3شکل 

 PMPsدقیقه به دو دقیقه تفاوت معناداری در غلظت  02کاهش زمان از 

 (.(p  0.05 مشاهده نشد

 
، فریز در تمامی PMP غلظت بر مختلف های روز در فریز اثر .4شکل 

 ((p 0.05 روزها نسبت به روز صفرافزایش معنادار را نشان داد.

 

 گيرينتيجه بحث و
 نيها موطد توجته محققت   کليکروپاطتيم ريدط چند سال اخ

 يهتا  طوش اديت تنتوع ز  ليت بته دل  ياند ولت  قراط گرفته ياطيبس

وجود داطد كه موجب عتدم   نهيزم نيدط ا ييها چالش ،يديتول

 اس . دهيمطالعات گرد نيب يهماهنگ

، دط پروتکل اول ها کليکروپاطتيم هيته يمطالعه برا نيا دط

. دط مطالعه دياستفاده گرد g PRP 1500هيدط ته وژيفيسانتراز 

مشتابه مطالعته    جينتتا  shah نيچنت  همکاطان هتم  و يلياسماع

 حاصل از دوط PRP شده ديتول PMP زانيباشد كه م يحاضر م

File: PLT-CD41   Date: 02-12-2014  Time: 21:03:20    Particles: 2072   Acq.-Time: 53 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 1766    1766    -    85.23 72.09   28.90 19.78   91.51
Q1 R1 1520    1379    -    78.09 1.00    0.00 82.21   177.29
Q2 R1 0       0       -    0.00 -    -    -    -    
Q3 R1 552     387     -    21.91 1.01    6.72 5.53    53.80
Q4 R1 0       0       -    0.00 -    -    -    -    
RN1 R1 1530    1388    -    78.60 81.75   177.86 -    -    
RN2 R1 0       0       -    0.00 -    -    -    -    

Speed: 6.0
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 185.0 lin 180.0 999.9 -- - - - -
SSC - 250.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 - 550.0 log3 10.0 999.9 - - -- 16.3 0.8
FL2 - 550.0 log3 10.0 999.9 - - 99.0 -- -
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 g 1500 دط دوط زانيت م نيت از ا تتر  شيبت  يبا تفاوت معناداط 

 g 5000    7گزاطش شده اس.] 

، هتا  کتل يکروپاطتيم هيته وژدطيفياثر زمان سانتر يبرطس دط

تفتاوت   ياستتفاده شتد، ولت    قته يدق 20و  قهيدق 2از دو زمان 

كه  يا ن ذكر شده مشاهده نشد. دط مطالعهدو زما نيب يداط معنا

دط  [.12  ديلحاظ گرد قهيدق 2انجام شد زمان  Robert توسط

استتفاده   g 50000ستاع  بتا دوط    کياز زمان  گريمطالعه د

كته استتفاده از    دهتد  ي[. مطالعه حاضر نشان مت 13شده اس   

 يطوشت  PRP از تتر يل يلت يم 10با حجتم   min 2تر  زمان كوتاه

بتا تر   يهتا  حجتم  يطسد و بترا  يتر به نظر م يعمل تر و ساده

PRP اس . تر شيبه مطالعات ب ازين 

 هتا،  کتل يکروپاطتيم ديت دط تول زيت اثتر فر  يمنظوط برطس به

بته   -c80˚دط  cc 10فالکون، بتا حجتم   يها دط لوله ها پلاك 

صتفر تتا پتنج غلظت       يشدند و دط طوزها زيطوز فر 5مدت 

 زانيت هتا م  تست   يشتدند. دط تمتام   نييتع يها کليکروپاطتيم

 داط يمعن شينسب  به طوز صفر افزا يها کليکروپاطتيغلظ  م

 يها کليکروپاطتيم هيته يخود برا قيدط تحق Nielsen. داش 

دط ستال   Chandler [.10استتفاده كترد     -c80˚  دط زيت از فر

مطالعته   نيو دط ا استفاده كرد زياز فر PMP ديتول يبرا 2013

 انيت ب ليت پروفا يمشتاهده شتد ولت    PMP يبرابر 20 شيافزا

 [.14ها متفاوت بود   آن يژن يآنت

از  هتا  کتل يکروپاطتيم سنجش غلظ  يمطالعه، برا نيا دط

 مت  ياطزان ق و عيستر  يكته طوشت   طوش برادفوطد استفاده شد

استفاده نمتود.   ها شگاهيآزما توان از آن دط اكثر يباشد كه م يم

شتده از    هيته يها کليکروپاطتيم ييشناسا يمطالعه برا نيدط ا

 يمنشتاء پلاكتت   دييتا ياستفاده شد. برا يتومتريفلوسا کيتکن

PMP يباد يآنت از CD41  و  يدط طده پلاكتاستفاده شد كه تنها

 بي. تفاوت دط تركباشد يم يسطح انيب يها داطا  يوسيمگاكاط

باشتد.   يمت  ديبه نوع مطالعه و طوش تول يبستگ PMP يسطح

از پلاكت  بتا    PMP تتر  شيبت  ريمقاد هيمطالعه ته نيهدف از ا

 يهتا  ژن يآنت گريد يبرطس نيبود بنابرا نهيهز كم طوش آسان و

 ديت البته با قراط نگرف . يموطد برطس PMP يسطح بيدط ترك

 ديت بنا بر طوش تول PMP يسطح بيتوجه نمود كه تفاوت ترك

 2009عنوان مثال دط مطالعته دط ستال    متفاوت خواهد بود. به

غشا پلاكت  پتاطه شتده و مولکتول      ز،يفر يشد، طه نشان داد

 موطد V نيانکس كه گريد يا [. دط مطالعه8  ابدي يبروز م نياكت

ها بعتد   دط نمونه V نيبروز آنکس زانيقراط گرفته بود، م يبرطس

[. دط مطالعته  15داشت     شيافتزا  زيت دط فر يطو ن رهياز ذخ

Chandler بتر ستطح    يژنت  يآنتت  بتروز  رييتغ زينPMP  متوطد 

تتک مرحلته    وژيفيقراط گرفته و نشان داده بود ستانتر  يبرطس

 موجتب  و ست  ين ياز پلاكت  كتاف   يتهت  يپلاستما  هيته يبرا

[. 14% شتده است     60 زانيت بته م  V نيآنکست  انيت ب شيافزا

ه دط نظر گرفت شيهدف انجام آزما ديبا PMP هيدط ته نيبنابرا

انواع  راتييانتخاب گردد. تغ حيصحشود و بر اسا  آن طوش 

 نيت دط ا يپلاكتت  کتل يکروپاطتيموجود بر سطح م يها ژن يآنت

 خواهد بود. دمندسو نهيزم

مختلتف بتر    يدط طوزها زيزمان و فر وژ،يفياثر دوط سانتر

نشان داد كه كتاهش دوط   جيشد. نتا يبرطس PMP ديتول زانيم

به دس  آمدن  شيباعت افزا PRP ديدط مرحله تول وژيفيسانتر

PMP هيت دط مرحلته ته  وژيفيشود اما كاهش زمتان ستانتر   يم 

PMP داط غلظ   يباعت كاهش معنPMP نير. بنتاب گتردد  ينم 

 .طستد  يتتر بته نظتر مت     يعملت  يتر طوش استفاده از زمان كوتاه

شده نسب  به طوز صفر، مقتداط   زيفر يها همه پلاك  نيچن هم

PMP دط  راتييتتتغ ديتتطا نشتتان دادنتتد. البتتته با يتتتر شيبتت

 .رديمد نظر قراط گ يسطح يها ژن يآنت

 

 تشكر و قدردانی
اطشد مصوب مركتز   ينامه كاطشناس انيمقاله منتج از پا نيا

طب انتقتال ختون    يپژوهش و يآموزش يموسسه عال قاتيتحق

 يآموزش يموسسه عال قاتياز مركز تحق لهيوس نيباشد. بد يم

نامته   انيپا نيا يمال  يحما يطب انتقال خون برا يپژوهش و

 .گردد يتشکر م
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Effects of speed and time of centrifugation and time of 

freezing on the amount of produced microparticles from 

concentrates platelet 
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Introduction: The main method of separating platelet microparticles (PMP) is based on the 

centrifugation speed and time. Due to the high cost of determining the number of PMP via micro-particles 

(micro bead) and also the necessity of using an expensive device such as a flow cytometer, it seems that 

Bradford method would be rather an inexpensive, fast and efficient way to determine the concentration of 

PMP.  Therefore, in this study the effect of different factors, such as speed and time of centrifugation and 

time of freezing on the concentration of PMP in the platelet concentrates bags was studied.  

Materials and Methods: We studied two different speeds of centrifugation for separating PRP. In the 

first protocol for preparation of PRP, the platelet bags were centrifuged at 1500g for 15min and in the 

second protocol; they were centrifuged at 5000g for the same duration.  To evaluate the effect of time, 

microparticles were separated in 16000g for 20 and 2 min. To determine the concentration of PMP, 

Bradford method was used. To evaluation the effect of freezing, the PRP was prepared at 300g for 20 min, 

and then it was freezed in -80˚c for five days. Flow cytometery analysis was performed for microparticles 

identification.  

Results: PMP concentrates with the 1500g centrifugation speed showed higher concentration (P <0.05). 

There was not any significant difference in concentrations of PMPs in relation to the time of centrifugation 

(2 and 20 min) (P <0.05). Freezing the platelet bags led to higher PMP concentration in compare to the first 

day of experiment. Flow cytometry analysis showed that microparticles had platelet marker CD41, which 

represented their origin.  

Conclusion: The result of this study showed that the reduction of centrifugation speed could produce 

higher levels of the microparticles. In addition, the time of separation in the final stage had no significant 

effect on PMP isolation. Freezing could lead to higher PMP concentration. 
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