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 مقدمه
یکی از اجزای سیستم ایمنی که در پاسخ اولیه و 

نقررم زیمرری دارنرر   عفونرر سررعیم زیزنررا  نرره 
 تعشح از طعیق فاگوسیتوز، هستن  که هازونوسی 
 آزاد هرایرادیکالالتیرانی و تولیر   هایسایتوکاین
ایجراد شر ه  التیرانی هایپاسخ آغازکنن هاکسیژ  

. کنترعل (2 ،1) ناشرن زیتوسط سیسرتم ایمنری 
التیررانی در  هایپاسررخدر  هازونوسرری هموسررتاز 
 .(2) ایمنی زیم و ضعوری اسر  هایپاسختنظیم 
 پاسخ زختلفی در هموستاز، هاینقم هاسلولاین 
 .(2) کنن زیناف  و سعطا  ایفا  میتعز ایمنی،

 استخوا  در جعیا  زیلویی ی زغز پیم سازهای
که نرعای ننر   شون زیخو  تب یل نه زونوسی  

روز در گعدش هستن  و نع  از زیاجعت نه ناف  نه 

 نع علاوه هاسلولاین  .(3) شون زیزاکعوفاژ تب یل 

 عملکرعد ،دن ریتیک و زاکعوفاژ هایسلول نه تمایز

 نیگانه و توکسین هایزولکول نعداش  و سازیپاک
 هررایژ آنتیج اسررازی  را نرره عیرر ه دارنرر  و در

 نره دهنر هیاری سلول یک عنوا نهخودی و نیگانه 
 .(4) کنن زی عمل T و B هایلنفوسی 
 ایهستهتک هایسلول از ص  در 10 هازونوسی 

 زیعگرعوهو دارای سه  داده تشکیل را زحیطی خو 
 .(4 ،3) ناشرن زیو غیع کلاسریک  انهیز کلاسیک،
 هاسرلول ایرن اصرلی زنبرم عنوا نه زحیطی خو 
 و نیولروژیکی خصوصریات نرع روی زطالعه زنظورنه

 نه توجه نا(. 4) ناش زی هازونوسی  شناختیایمنی

 ،شناسریایمنی تحقیقرات در هاسرلول این اهمی 
 در زیرم نقرم یرک هاسرلول این ج اسازی روش
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 هاتیمونوس یجداساز جهت نهیهز کم و ساده روش

 چکیده

بنتابرای  ؛ کننتدهای الدهابی و پاسخ های ایمنی ذاتی نقش مهمی ایفا متیایمنی هسدند که در پاسخ سیسدمها یکی از اجزای مهم مونوسیت :هدف و زمین 

 ها ابداع شده است.ای  سلو  های مخدلفی برای جداسازیها در تحقیقات ایمنی شناسی دارای اهمیت فراوان بوده و به همی  دلیل روشجداسازی ای  سلو 
 ست که در ای  مطالعه مورد بررسی قرار گرفده است.ا هاها جداسازی با اسدفاده از خاصیت چسبندگی ای  سلو تری  روشسانتری  و آیکی از کم هزینه

ها به سطح پلاسدیکی ای  سلو ای خون محیطی، با اسدفاده از خاصیت چسبندگی مونوسیتهای تک هسدهدر ای  روش بعد از جداسازی سلو  :روش  ار

مداتل شتونده بته  (PE ،FITC) هتای اخدااصتی نشتاندار بتا رنتر فلورستنتبتادیسوسپانسیون سلولی جدا سازی شدند و سپس با اسدفاده از آندیها از 
 های جداسازی شده مشخص شد.ها رنر آمیزی گردید و درصد خلوص سلو بر سطح مونوسیت CD14و  CD11b یاخدااصمارکرهای 

های جداشده دو متارکر درصد از سلو  2/90ها با دسدگاه فلوسایدومدری ندایج بیانگر ای  موضوع بود که ها و بررسی آنمونوسیتپس از جدا سازی  :هایافت 

CD11b  وCD14 کردندرا بیان می. 
هزینتهتتری  و کتمیکی از آستانمعایبی هسدند.  ها وها وجود دارد اما هرکدام دارای مزیتهای جداسازی مخدلفی برای مونوسیتگرچه روش :گیرینتیج 

 کند.درصد خلوص بالا را فراهم می ها باست که امکان جداسازی ای  سلو ا هاها جداسازی براساس خاصیت چسبندگی ای  سلو تری  ای  روش
 

 مونوسیت، جداسازی، خاصیت چسبندگی :ها لیدواژه

11/11/89تاریخ پذیرش:               25/5/88تاریخ دریافت:   

 26/9/96  تاریخ پذیرش:    14/6/96  تاریخ دریافت: 
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 هراآ  و عملکرعد سلولی هایجنبه روی نع زطالعه

زختلفرری نررعای ج اسررازی  هررایروش .(4) دارد
 ازجملرهاز خو  زحیطری وجرود دارد  هازونوسی 

ج اسررازی نررا اسررتفاده از روش س یمانتاسرریو  
 نرع اسرا  هازونوسری گعادیانی که در این روش 

اخرتلا  اسرمزی کره توسرط  از ان ازه نرا اسرتفاده
از سوسپانسیو  سلولی جر ا  شودزیپعکول ایجاد 

روش دیگررع اسررتفاده از  خاصرری   .(5)شررون زی
 Magnetic-activated cell (MACSزغناطیسی )

sorting  . نرانو وسیلهنه هاسلول که ایگونهنهاس 

 اختصاصری نرادیآنتی نره زتصل آهن حاوی ذرات

روش دیگرع  اسرتفاده از مسرم   .(4)شون زی ج ا
دسرتگاه فلوسرایتوزتعی  (Cell Sorter) ج اکنن ه

و  هرانادیآنتینا  آزیزیرنگاس  که نا استفاده از 
توسط دسرتگاه  هاسلولنع سطح  هاآ نعرسی نیا  
از سوسپانسریو  سرلولی  هازونوسی فلوسایتوزتع، 

 Counterflow. روش دیگرررع(6)شرررودزیجررر ا 

centrifugal elutriation (CCE) (6)ناشررر زی. 
ا زعایب و ززایایی دارنر  ازر هاروشاز این  هعک ام
 هررایروش تعینهزینررهکمو  تعینآسررا یکرری از 

ج اسازی زونوسی  استفاده از خاصی  نسبن گی 
نه سطح شیشه یا پلاستیک نرا توجره  هاسلولاین 

نسرربا  روی سررطح ایررن  هررایزولکولنرره وجررود 
در این روش زا نا اسرتفاده از همرین  .هاس سلول
و نا کمتعین هزینه زوفرق نره  هازونوسی خاصی  
  نا درص  خلوص نالا ش یم. هازونوسی  ج اسازی
 

 روش کار
خو  زحیطری  ایهستهتک هایسلولج اسازی 

و گعادیا  شیب غلظ  انجرام  نا استفاده از فایکول
خو  زحیطی  لیتعزیلی 10که  صورتن ینگعف . 

گعدیر . خرو  نره  آوریجمرمهمعاه نا ض  انعقراد 
رمیرق شر  و نرع روی فرایکول  PBSنسب نعانع نرا 

دو لایه ج ا از هم معار نگیعن   صورتنه کهطورینه
دمیقره  25-20نه ز ت  2500ریخته ش  و نا دور 

 ج ا ش ه ایهستهتک هایسلولگعدی .  سانتعیفوژ
شستشررو داده شرر  و رسرروی سررلولی در  PBSنررا 

 %1سعم و  %10نا  همعاه RPMI زحیط غنی ش ه
استعپتوزایسرررن(  - سررریلینپنی) نیوتیرررکآنتی
 سوسپانسیو  در آز . صورتنه

 هااایساالو هااا از جداسااازی مونوساایت 
سرلولی  سوسپانسریو  :خون محیطی ایهستهتک

های زخصروص در زحیط غنی ش ه داخل فلاسک
سراع  در  3ریخته ش  و نه ز ت  CM2 25کش 
و رطونرر   CO2 %5درجرره همررعاه نررا  37دزررای 

انکونه گعدی . پس از این ز ت زحیط رویری درو  
غیع نسبن ه اسر   هایسلولفلاسک را که شازل 

 هایسررلولدور ریخترره و نررا زحرریط غنرری شرر ه 
شستشررو داده تررا  کررازلاًنسرربی ه نرره فلاسررک را 

وجرود ن اشرته  اینسربی هسرلول غیرع  گونههیچ
 %0.02ناشرر . سررپس نررا اسررتفاده از زحلررول 

EDTA/PBS عد کرره نررع روی یررخ مررعار دارد وسرر 
 آ نررع روی یررخ و پررس از  ایدمیقرره 10انکونرره 
ی هازونوسرری زحکررم نرره فلاسررک،  هایضررعنه

 نسبی ه نه کف فلاسک را ج ا ش ن .
از زحیط نه پل  لیتعزیلی 1در نیای  نا افزود  

های تشکیل ش ه شمارش سلول توسط لام نئونرار 
زن ه نا تعیپا  نلرو  هایسلولص   و درانجام گعف  
 نعرسی گعدی .

زونوسی  ج ا  هایسلولدر پایا  نعرسی خلوص 
 شررررر ه توسرررررط دسرررررتگاه فلوسرررررایتوزتعی

(BD,Facscalibure,USA)  نررررررا اسررررررتفاده از
نا رنگ فلورسن   دارنشا ی اختصاصی هانادیآنتی

(PE,FITC)  زتصل شون ه نه زارکعهای اختصاصی
CD11b  وCD14  انجام گعدی . هازونوسی سطح 

  
 هایافته

زن ه کره  هایسلولدر نعرسی انجام ش ه درص  
نوده اسر   %90نالای  ان نگعفتهنا تعیپا  نلو رنگ 

درصر  مانرل مبرولی از  نود زنر ه دهن هنشرا که 
 .ناشر زی ج اسرازی پعوتکلپس از انجام  هاسلول
 نیررا ،هازونوسرری نعرر  از ج اسررازی  ننررینهم
 آزیزیرنگی زخصوص هانادیآنتیتوسط  هاسلول

سطح سلول و روش فلوسایتوزتعی درص  خلروص 
ایرن زنظرور نعر  از  ینرعا زشرخ  شر . هاسلول

ی ضرر  هررانادیآنتیتوسررط  هاسررلولج اسررازی 
CD14 و CD11b زررارکع اختصاصرری سررطح  کرره
 (.1)شکل  ش ن  آزیزیرنگ ،ناشن زی هازونوسی 

نعررر  از نعرسررری نرررا دسرررتگاه فلوسرررایتوزتعی 
(BD,Facscalibure,USA)   زشررخ  شرر  درصرر
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 ناشن زیهعدو زارکع زثب   ازلحاظیی که هاسلول
هستن  در نرین کرل  هازونوسی هما   درواممکه 
 (.2اس  )شکل  %2/90 هاسلول

 
 گیریبحث و نتیجه
 هایسرلول و هازونوسری  زیم نقمنا توجه نه 

 در (دن رتیک هایسلول -زاکعوفاژها) آ  از زشتق

 نرع زطالعره ذاتی ایمنی و یالتیان هایپاسخ تنظیم

 در هراآ  از اسرتفاده و هاسرلول ایرن عملکعد روی

 گعفتره مرعار توجره زرورد شناسیایمنی تحقیقات

ش یم تا یک  آ . در زطالعه پیم رو زا نع (4)اس 
روش ج اسازی زقعو  نه صرعفه و در عرین حرال 

طعاحرری  هازنوسرری  ج اسررازیدمیررق را جیرر  
درصر   نماییم و نتایج حاصل از ایرن روش نیرانگع
  هاسرلولخلوص نالا و درص  نالای زن ه زان   این 

ایررن روش نررعای  رسرر زیو نرره نظررع   ناشرر زی

روش زناسررررربی  هازونوسررررری ج اسرررررازی 
زختلفرری نررعای ج اسررازی ایررن  هایروشاسرر .
زثبر  و  هایجنبره هعک امان اع ش ه که  هاسلول

دیگرع  هراروشایرن  ازجملره زنفی زتفاوتی دارن .
اسر   (MACS)خاصری  زغناطیسری استفاده از  
روش  .(4)ناشر زی پعهزینرهازرا  آسرا که روشی 

 ایهزینهکمدیگع استفاده از پعکول اس  که روش 
و  هاسرلول سرازیفعال آ زعایب  ازجملهاس  ازا 
 NK هایو سررلول هالنفوسرری نررا  هرراآ  آلررودگی
هرم  تعیسرخ پعهزینره و  هایروش .(5)ناش زی

 Counter flow centrifugal elutriationزاننرر  
 سرازیفعالعر م  آ  هرایززی وجود دارد کره از 

 .(6)نه زق ار زیاد اس  و ج اسازی هاسلول
 هازونوسی  ج اسازی یهاروش تعینزعمول از 

 سرطو  نره هراآ  نسربن گی خاصی  از استفاده

 هاسلولج اسازی این  .اس  ایشیشه و پلاستیکی
و  هزینرهکمنا خاصی  نسبن گی اگعنره روشری 

 سازیفعال ازجملهدارای زعایبی  ، ازاناش زیساده 
. (6)دیگرع اسر  هایسرلولو آلرودگی نرا  هاسلول
زختلفرری نررع اسررا  ایررن خاصرری   هررایروش

وجود دارد کره لاززره زناسرب نرود   هازونوسی 
داشتن درصر  خلروص  زناسرب و کمترعین  هاآ 

در روش ارائه ش ه نع  از  .هاس سلولزیزا  زعگ 
زختلرررف زاننررر  اسرررتفاده از  هرررایروشانجرررام 
همرعاه نرا    DMEM زاننر   زختلرف هرایزحیط

نره  هاسلولسعیم  نسبن گیگلوکز زیاد که ناعث 
ها نا و فلاسک کلازپ دادن  و تشکیلیک یگع ش ه 
نگیرر اری در انکونرراتور در  زختلررف و سررایزهای
 تقعیبراً هاسرلولسراع  کره  1زتفراوت  هایززا 

ساع  که نیمری از  2همگی هنوز زحلول نودن  و 
ساع  کره نیشرتعین  3نسبی ه نودن   و  هاسلول
سراع  کره  5نسبی ه نودنر  و  هازونوسی تع اد 
غیع نسربن ه  هایسلولسایع  هازونوسی علاوه نع 

هم نه سطح فلاسک زتصل ش ه نودن . و همچنین 
زحلرول  نرا  هاسلولزختلف انکونه کعد   هایروش
ننانچرررره  کررررهطورینه EDTA /PBSسررررعد 
 10حاوی سلول را نرع روی نره زر ت  هایفلاسک

نسبی ه ج ا  هایسلولدمیقه روی یخ معار نگیعن  
ز ا آ کره در  .  در نیای  روش ذکع ش هشون مین

انسانی  و سعم نیوتیکآنتیهمعاه نا  RPMIزحیط 

 هاها در بی  کل سلو مونوسیت -1شکل 
 

 CD14و   CD11bدو مارکر ها با بیان هرسلو  -2شکل 
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سراع  انکونره  3نه زر ت  هاسلولاستفاده ش ه و 
دمیقره انکوناسریو   10و در نیای  نعر  از  ان ش ه

ج اسرازی    EDTA/PBSروی یخ همعاه نا زحلول
و  تعینآسا  عنوا نه انجام ش ه اس ، هازونوسی 
 هازونوسری روش نرعای ج اسرازی  تعینهزینهکم

 هرایزولکولکه نع  از نعرسری نیرا  زشخ  ش  
سطحی توسط فلوسایتوزتعی درص  خلوص نالایی 

 توانر زیزشاه ه ش  و ننرانعاین  هازونوسی نعای 
نرا درصر  خلروص  هزینهکمو  آسا روش  عنوا نه

زنرر ه نرررعای  هایسرررلولنررالا و درصررر  نررالای 
 زطررع  گعدد.نررا توجرره نرره اینکرره در هازونوسرری 

کارهای تحقیقاتی و آززایشگاهی علاوه نع حر اکثع 
نازده ح امل زصع  هزینره هرم  نیراز اسر  ،ایرن 

 ناشر زیروش ج اسازی که شازل همه این زوارد 
 هازونوسری نیتعین روش نعای ج اسازی  عنوا نه

 مانل استفاده اس .  و تشخی در نخم تحقیقات 
 

 و تشکرتقدیر 
دوره کارشناسری  نازرهپایا این زقاله حاصل از  
در  394636نگار زعآتیا  اصفیانی نه شماره  ارش 

کره توسرط  ناش زیدانشگاه علوم پزشکی اصفیا  
 ترمزینزنانم زالی دانشگاه علوم پزشرکی اصرفیا  

نا تشکع از همره کسرانی کره در ایرن  هزینه ش  و
 .ان داشتههمکاری  نازهپایا 
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Abstract 
Background: Monocytes are a key component of the immune system, which play an 

important role in inflammatory and innate immune responses. So the isolation of these cells is 

important in immunology researches and accordingly many methods have been developed for 

the monocyte isolation. One of the least expensive and simple separation methods is using the 

ability of these cells to adhere to solid surfaces that were examined in this study. 

Methods: In this way, after the isolation of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), 

monocytes were isolated from cell suspension by using the adhesion ability of these cells to 

the plastic surface.Isolated monocytes were stained by using specific antibodies labeled with 

fluorescent dyes (PE, FITC) binding to specific markers on the surface of monocytes CD11b 

and CD14 and the purity of cells were characterized by flow cytometry. 

Results: Flow cytometry results after separation of monocytes shown that 90.2% of cells 

were expressed two markers CD11b and CD14. 

Conclusion: Although there are several monocyte isolation methods, each of them have 

advantages and disadvantages. One of the least expensive and simple method of isolation is 

using adhesion ability of these cells that provides possibility of monocyte isolation with high 

purity. 
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