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مقدمه
مونوسیت ها عضوي از یک گروه متنوع سلولی به 
نام لوکوسیت ها می باشد. لوکوسیت ها در جریـان  
خون و لنف با مهاجرت به مکان هاي آسیب دیـده  

یا عفونی به عنـوان یـک منبـع در بهبـود     بافتی و
قسمت هاي آسیب دیده و یا حذف عوامل عفـونی  
در شکل گیري یک پاسخ ایمنی شرکت می کننـد 

پیش سازهاي مونوسیت ها، مونوبلاست هـا و  .)1(
از ردهء میلوییـدي  مـی باشـد کـه   پرومونوسیت ها

مغز و استخوان منشـاء گرفتـه و در جریـان خـون     
این سلول ها در ).1(تبدیل به مونوسیت می شوند

شــته و طحــال حضــور داوخــون، مغــز اســتخوان
بی بدن بـه  در پاسخ هاي التهاقابلیت تکثیر ندارند.

ــط ــاینی و    واس ــاي کموک ــده ه ــودن گیرن ه دارا ب
بــه از خــونبــا مهــاجرت هــاي چســبنده مولکــول

ســلول هــاي و بــه ماکروفــاژ ،تهــبهــاي ملمکــان

کـه از مقـدم   مـی شـوند  تبـدیل التهابیدندرتیک
ترین سلول ها در برخورد با عوامل بیگانـه هسـتند  

در صد از سلولهاي تـک  10-20مونوسیت ها.)2(
را تشکیل داده و علاوه بـر  هسته اي خون محیطی

تیک عملکـرد  یهاي ماکروفاژ و دنـدر تمایز به سلول
ــاي توکســین و   ــول ه پاکســازي و برداشــت مولک

بــه عنــوان یــک ســلول یــاري دهنــده بــه ،بیگانــه
عمل مـی کننـد. از ایـن رو    Bو Tلنفوسیت هاي 

براي درك بهتره عملکرد این سلول ها باید آن هـا  
ولوسیت ها جدا کرد. خون را از لنفوسیت ها و گران

محیطی به عنوان منبع اصـلی ایـن سـلول هـا بـه      
منظــور مطالعــه بــرروي خصوصــیات بیولــوژیکی و 

). با توجه 3(ایمنی شناختی مونوسیت ها می باشد
بــه اهمیــت ایــن ســلول هــا در تحقیقــات ایمنــی 

نه ویـروس  شناسی، ویروس شناسی به ویژه در زمی
ــانی   ــی انس ــتم ایمن ــص سیس ــن رو روش ، نق ازای
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مقایسه روش هاي مختلف جداسازي مونوسیت ها با روش جداسازي آن ها در 
Magnetic Activated Cell Sorting

چکیده
از این رو روش هاي جداسازي این سلول هـا از  ،می باشدی شناسیمنیاویکیولوژیبیبررسيبراهاتیمونوسازیاصلمنبع،یطیمحخون:هدفوزمینه

امکـان کـه يموارددریسلولخلوصزانیمنیشتریبوبیآسنیکمترباترمناسبیروش،چندین روشسهیمقابامطالعهنیااهمیت خاصی برخوردار است. 
.دهدیمارائهنداردوجود) MACS)Magnetic Activated Cell Sortingروشازاستفاده
که از نظر میکروسـکوپی و  دنباشیم)2(پلاسما-نیژلاتو) 2(پلاسما،)8(نیژلات،)7(توزانیکباهافلاسککردنکوتجملهازییهاروش: کارروش

) با روش 10(به عنوان نشانگر مونوسیتیCD14)، و بیان 9)، زنده مانی (9(مقایسه بین روش هاي مذکور)، شمارش سلولی (زمان مورد نیاز براي جداسازي
MACS)9 با استفاده از روش (One-way ANOVA و آزمونTukeyمقایسه شد.

 ـوMACSبـه مربـوط مقدارنیشتریبوبودهتوزانیکوشاهدگروهبهمربوطیسلولشمارشزانیمنیکمترکهدادنشانحاصلجینتا:هایافته -نیژلات
و کمتـرین زمـان لازم بـراي    نشـد مشاهدهیتفاوتیمانزندهزانیمنظرازMACSوپلاسما-نیژلاتپلاسما،روش هاي نیباساسنیهمبربود پلاسما

و خلوص مونوسـیت هـا مربـوط بـه روش     CD14پلاسما بود. همچنین مشخص شد که بیشترین میزان بیان -جداسازي مونوسیت ها نیز مربوط به ژلاتین
می باشد.MACSپلاسما و -ژلاتین
از این رو می توان نتیجه گرفت که هرچند روش هاي ژلاتین و پلاسـما هـر کـدام نسـبت بـه شـاهد عملکـرد بهتـري را در خـالص سـازي           : گیرينتیجه

، می تواند روشی MACSها نشان می دهند اما پوشش دادن ژلاتین با پلاسما درصد خلوص بالاتري نسبت به بقیه روش ها داشته و در مقایسه با مونوسیت
مناسب در کنار آن باشد.

MACS.، پلاسما-نیژلات، پلاسمان،یژلاتتوزان،یکمونوسیت، :هادواژهیکل

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

12/6/92تاریخ پذیرش: 2/3/92تاریخ دریافت:
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جداسازي این سلول ها یک نقش مهم در مطالعـه  
بــر روي جنبــه هــاي ســلولی وعملکــرد آنهــا دارد. 

ه ئ ـهاي مختلفی براي جداسازي این سلول اراروش
به روشجداسازي هاکه متداول ترین آنشده است

MACS (Magnetic Activated Cell Sorting)
ــبندگی   plastic adherenceو ــد. چس ــی باش م

مونوسیت ها به سطوح پلی استیرن فلاسـک هـاي   
کشت سلولی یک مزیت است اما اسـتفاده از روش  

و یا استفاده از آنزیم Scrapingهاي مکانیکی مثل 
هایی همانند تریپسین براي جداسازي ایـن سـلول   
ها موجب آسیب هاي سلولی می شود که همراه با 

). امـا در روش  2سـلول اسـت (  کاهش زنده مـانی 
MACS  جداسازي مونوسیت ها متفاوت می باشـد

بگونه اي که سلول ها بوسیله نانو ذرات حاوي آهن 
متصل به آنتی بادي اختصاصی جدا مـی شـوند. از   
مزایاي آن می توان به خلوص و زنده مـانی بـالاي   
این روش اشاره کرد اما هزینه بالاي استفاده از آن 

ال شـدن مسـیرهاي سـیگنال دهـی     و احتمال فع ـ
سلولی بدلیل اتصال آنتی بادي از معایبی می باشد 

. از ایـن رو  که استفاده آن را محـدود کـرده اسـت   
کـه  اسـت  تحقیقاتی در این زمینه صـورت گرفتـه   

ه روش هـایی از جملـه کـوت کـردن     ئنتیجه آن ارا
-پلاسـما و ژلاتـین  ،فلاسک ها با کیتوزان، ژلاتین

هـر کـدام از آن هـا داراي    کـه .پلاسما مـی باشـد  
معایب و مزایایی می باشد. از ایـن رو بـا توجـه بـه     

هاي با مقایسه روشمطالعهاین مطالب ذکر شده،
وبا کمترین میزان آسیبترمناسبیروشمذکور،

خلـوص سـلولی در مـواردي کـه     بیشترین میـزان 
وجود نـدارد ارائـه  MACSامکان استفاده از روش 

تفاده از آن رهگشـاي تحقیقــات  . تـا اس ـ مـی دهـد  
سلولی و ایمنی شناسی باشد.

کارروش 
مواد مورد استفاده شـامل محـیط   این مطالعهدر 

انگلستان) به همراه -RPMI-1640)Gibcoکشت 
mM2-L) گلوتامینSigma- ،(آمریکاU/ml100

µg/ml100آمریکــا)،-Sigmaپنــی ســیلین ( 
% AB10سرم آمریکا) و -Sigma(استرپتومایسین

آمریکــا)، ژلاتــین پوســت گــاو-Sigmaکیتــوزان (
)Sigma-،(آمریکـــاDPBS)Sigma- ،(آمریکـــا

EDTA)Sigma-،(آمریکا) اسید استیکMerck-
هایپـک  فـایکول آمریکـا)،  -Sigma(BSAآلمان)، 

)Sigma-(اتولـــوگ و پلاســـما ،آمریکـــاMACS
)Miltenyi Biotec-   .در ابتـدا  آمریکـا) مـی باشـد

کـوت کـردن فلاسـک بـا     -1:روش ها شاملبراي
-3کوت کردن فلاسـک بـا پلاسـما،    -2کیتوزان، 

کـوت کـردن   -4کوت کردن فلاسـک بـا ژلاتـین،    
در از سه فرد داوطلـب ، فلاسک با ژلاتین و پلاسما

سال با توجه رضـایت آگاهانـه  30تا 25رده سنی 
ی ) اخذ مmlU200/خون هپارینه (ml10میزان

گردد. سپس سلولهاي تک هسته اي خون محیطی 
جداســازي مــی گــردد بــدین PBMCرا بــه روش 

محـیط کشـت   ml10منظور ابتدا خون هپارینه با 
RPMI-1640  رقیق می کنیم. خون رقیق شده بـه

آرامی بر روي فایکول که حجم آن برابر خون رقیق 
. مجموع خون رقیـق شـده و   شدنشده است اضافه 
ــا ســرع  ــایکول ب ــدت g800ت ف ــه م ــه 15ب دقیق

هاي تک هسـته اي خـون   سانتریفوژ گردید. سلول
PBMCمحیطی  (Peripheral Blood Mononuclear Cell)

که در حد فاصل فایکول و خون رقیق شـده جمـع   
بـه  PBMCوري گردیـد.  آشوند به آرامی جمعمی

دست آمده به منظور حذف فایکول همـراه آن، بـا   
gمخلوط و با سـرعت RPMI-1640محیط کشت 

-سـلول دقیقه سانتریفوژ گردید.10به مدت 450
RPMI-1640هاي حاصل مجدداً با محیط کشـت  

مخلوط و این بار به منظـور حـذف پلاکـت همـراه     
PBMC ــا ســرعت ــدت g200ب ــه م ــه 10ب دقیق

هـاي تـک   سانتریفوژ گردید. تعداد و میزان سـلول 
ه هسته اي خون محیطی به دست آمده، با اسـتفاد 

1×107. تعداد )6(از رنگ تري پان بلو تعیین شد
بـه  T25براي هر کـدام از فلاسـک   PBMCسلول 

ــت    ــیط کش ــراه مح RPMI-1640 ،mM2–Lهم
µg/ml100پنـی سـیلین،  U/ml100گلوتـامین، 

و اضـافه گردیـد  AB10%سرم استرپتومایسین و 
یک فلاسک هـم بـه عنـوان گـروه شـاهد در نظـر       

دو سـاعت در  (انکوباسیون اتمامبعد ازگرفته شد. 
) % رطوبـت 90% وCO25درجه سـانتی گـراد،   37

مایع رویی که حاوي کلیه سلول هاي تـک هسـته   
اي بجز مونوسیت ها هستند بـا دو بـار شستشـوي    

خواهنـد شـد. سـپس بـه هـر فلاسـک       حذفآرام 
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ml5-10 بافر سردPBS   بدون کلسـیم و منیـزیم
اضافه و فلاسک هـا را  )EDTA)mM10به همراه
تا سـلول  داده دقیقه به آرامی تکان 10-5به مدت 

و سلول هاي تخلیص شده را از نظـر  شوندجداها
میکروسکپی و مدت زمان لازم (مقایسه بـین روش  

)، شمارش سلولی، زنـده مـانی و میـزان    4-1هاي 
که نشان دهنده خلوص مونوسیت هـا  CD14بیان 

د بررســی قــرار مــورMACSاســت در کنــار روش 
گرفتند.

ــا کیتــوزان:ســککــوت کــردن فلا-1 از ml5ب
کیتــوزان در اســید mg/ml15[محلــول کیتــوزان 

را به هر کدام از فلاسک ها اضـافه  ])M1استیک (
روز در دماي 2کرده. سپس فلاسک ها را به مدت 

درجه سـانتیگراد بـراي خشـک شـدن انکوبـه      50
. در مرحله بعد براي خنثی کـردن خاصـیت   گردید

شـد ) اضافه NaOH)N1/0اسیدي به هر فلاسک 
دقیقه آن را بـا آب دیـونیزه شستشـو    15و بعد از 

داده. قبل از اضافه کردن سلول ها، هـر فلاسـک را   
براي استریلیزاسیون به مدت یک شبانه روز در زیر 

.)7(دنقرار داده می شوUVاشعه 
ــردن فلا-2 ــوت ک ــکک ــما:س ــا پلاس از ml5ب

را به هـر فلاسـک اضـافه کـرده.     اتولوگپلاسماي 
37دقیقه در دمـاي  60-30فلاسک ها را به مدت 

. سپس پلاسما را تخلیه شددرجه سانتیگراد انکوبه 
ــد ــزان وگردی ــه می ــل  ml1ب ــما در داخ از پلاس

فلاسـک را بـه مـدت    سپسفلاسک باقی گذاشته، 
ــه 37یــک شــبانه روز در  درجــه ســانتیگراد انکوب

د. قبل از استفاده یک بار فلاسـک را بـا بـافر    یگرد
PBS  بدون کلسـیم و منیـزیم)DPBS(  شستشـو

.)2(داده شد
از ژلاتین ml5با ژلاتین:سککوت کردن فلا-3

اتوکلاو کرده و بعد از هم دما % در آب دیونیزه)2(
فلاسک اضافه کرده. فلاسـک هـا را   شدن با محیط

در جه سـانتیگراد انکوبـه   37ساعت در 2به مدت 
از ژلاتین را در داخل ml1د. سپس به میزان یگرد

فلاسک نگه داشته و باقیمانده را تخلیه و به مـدت  
درجه سانتیگراد بـراي  37یک شبانه روز در دماي 

. هـر فلاسـک بـه مـدت     شدخشک شدن نگهداري 
.)8(این دما قابل نگهداري استیک ماه در 

ابتـدا  با ژلاتین و پلاسما:سککوت کردن فلا-4

ml5 از پلاسما اتولوگ به فلاسک هاي کوت شده
60-30توسط ژلاتین اضافه شد. سپس بـه مـدت   

انکوبه گردید. درجه سانتیگراد37دقیقه در دماي 
بعد از طی این مرحله پلاسما تخلیه و فلاسـک هـا   

تشو داده شدند. فلاسک ها به مـدت  شسDPBSبا 
.)2(یک ماه قابل استفاده می باشند

ابتدا MACSخالص سازي مونوسیت ها به روش 
از خون محیطی جـدا کـرده و   PBMCسلول هاي 

بـه  g×300شمارش گردید. سلول ها را با سـرعت  
دقیقه سانتریفیوژ کرده و مـایع رویـی را   10مدت 

ــردن     ــافه ک ــا اض ــد. ب ــته ش ــافرlµ100برداش ب
)PBS-2mMEDTA-0/5%BSA ــر ــه ازاي هـ ) بـ

سلول، سوسپانسیون سلولی تهیه شد. سـپس  107
lµ10 ازMicrobead .را به سلول ها اضافه گردید

ــرده و   ــوط ک ــیون را مخل ــه در 15سوسپانس دقیق
mlدرجه انکوبه گردید. با اضافه کردن 8-4دماي 

10به مـدت  g×300بافر، سلول ها را با سرعت 2
دقیقه سانتریفیوژ گردید. سپس سـتون جداسـازي   

ml3نصـب و بـا   MACS standسلول را بر روي 
بافر شستشو داده شد. سوسپانسیون سـلولی را بـه   
ستون اضافه گردید و سلول ها خارج شده در یـک  

ml3لوله جمع آوري شد. سپس با اضـافه کـردن   
MACS standبــافر ســتون را شستشــو داده و از 

جدا گردید. به منظور جداسازي سلول هاي داخـل  
ستون، ستون به یک لوله استریل دیگر منتقل و با 

بافر توسـط پیسـتون از سـتون    ml3اضافه کردن 
g×400جداسازي خارج گردید. سلول ها را با دور 

با استفاده از رنگ تري پان بلو تعـداد  سانتریفیوژ و 
تومتر بررسـی  توسط لام هموسیهاو زنده مانی آن

).9شد (

شمارش و درصـد  شمارش، زنده مانی و زمان: 
زنده مانی مونوسیت ها براي هر روش بعد از حذف 
ــرد      ــافر سـ ــردن بـ ــافه کـ ــی و اضـ ــایع رویـ مـ

)DPBS+EDTA توســــط تریپــــان بلــــو و لام (
هموسیتومتري تعیین گردید. همچنین مدت زمان 
لازم براي جداسازي سلول ها بعد از اضـافه کـردن   

).9تخمین زده شد (4-1بافر نیز براي روش هاي 

سلول هاي بدست آمده از هـر  : فلوسایتومتري
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، در FACSگروه بعد از یک بـار شستشـو بـا بـافر     
% بود بـه مـدت   2همین بافر که حاوي سرم موش 

انکوبه شد. سپس پس از یک بار oc4دقیقه در 30
رسانده و بـه مقـدار   lµ100شستشو حجم بافر به 

µl10     از آنتی بـادي ضـد نشـانگر سـطحیCD14
اضافه )FITC)DAKO-Purifiedکونژوگه با رنگ 

انکوبــه گردیــد. در oc4دقیقــه در 30و بــه مــدت 
ــافر   ــا ب FACSپایــان انکوباســیون، ســلول هــا را ب
Partecشستشو داده و با دسـتگاه فلوسـایتومتري   

مورد آزمایش قرار داده و نتایج بدست آمده توسط 
).10(آنالیز گردیدFlow Maxر نرم افزا

کلیه نتایج در این بخـش حاصـل   : آنالیز آماري
SPSSسه بار تکرار مـی باشـد و نتـایج بـا برنامـه      

بررسی شد. مقایسه بین گروه ها توسط 18ویراست
One-way ANOVA ــون ــام و Tukeyو آزم انج

معنی دار درنظر گرفته شد. >05/0pمقدار 

هایافته
پس از اضـافه کـردن   : مشاهده میکروسکوپی

به فلاسک هاي هر گروه DPBS+EDTAبافر سرد 
ــا از دســت دادن  1-4( )، ســلول هــاي چســبنده ب

خاصیت چسبندگی خود به صورت شناور در آمده، 
به گونه اي که کمترین میزان جداشدن سـلول هـا   
مربوط به گروه شـاهد (فلاسـک پلـی اسـتایرن) و     

بـه  بیشترین میزان کاهش تـراکم سـلولی متعلـق    
پلاسما و به همین ترتیب گروه هاي -گروه ژلاتین

پلاسما، ژلاتین و کیتوزان بـوده اسـت. بـا در نظـر     
گرفتن مشاهدات فوق مشخص گردید که پوشـش  

پلاسما نسبت به -دادن سطح فلاسک ها با ژلاتین
موارد مذکور بویژه گـروه شـاهد رونـد جـدا شـدن      
سلول هـاي چسـبنده (مونوسـیت هـا) را تسـهیل      

).1کند (شکلمی
شمارش، زنده مانی و زمان جداسازي سلول ها

ــزان   ــرین می ــایج حاصــل نشــان داد کــه کمت نت
شمارش سلولی مربوط به گروه کنتـرل و کیتـوزان   

- و ژلاتـین MACSبوده و بیشترین مقدار مربوط به 
ــد (   ــی باشـ ــما مـ ــادیرp=043/0پلاسـ ±40). مقـ

)104×12،(132±)104×43 ،(80±104×
ــه )96×104(±34) و85×104(59±)،25 بـــــ

ترتیب براي گروه هاي کیتوزان، پلاسـما، ژلاتـین،   
مشخص گردیـد. بـراي   MACSپلاسما و -ژلاتین

) بوده است 8×103(±20گروه کنترل این میزان
). همچنین میزان زنده مانی سـلول هـاي   1(نمودار

) c) کیتوزان، (b) شاهد، (aدر گروهاي (DPBS+EDTAتصاویر میکروسکوپی نشان دهنده میزان تراکم سلول هاي چسبنده پس از استفاده از بافر -1شکل
پلاسما است. فلش هاي سفید رنگ نیز نشان دهنده میزان تراکم مونوسیت ها می باشد.-) ژلاتینe) ژلاتین، (dپلاسما، (
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ــروه  ــر گـ ، 83±33/6، 61±76/9جداشـــده در هـ
25/3±80 ،42/7±86،02/3±87 ،34/5±20

درصد به ترتیب موارد مـذکور تعیـین گردیـد. بـر     

-همین اسـاس بـین گـروه هـاي پلاسـما، ژلاتـین      
از نظر میزان زنده مـانی تفـاوت   MACSپلاسما و 

) و تنهـا در گـروه   P=1/0معنی دار مشاهده نشـد ( 
ــا روش   ــین در مقایســه ب کنتــرل، کیتــوزان و ژلات

MACS  رصـد زنـده   این تفاوت به گونـه اي کـه د
ــد     ــده ش ــته دی ــري داش ــانی کمت )P=028/0(م

نتایج مربوط به مدت زمـان لازم بـراي   .)2(نمودار
جداسازي سلول هاي چسبنده اینگونـه نشـان داد   

پلاسـما  -که کمترین زمان لازم براي گروه ژلاتین
ــه) نســبت بــه گــروه ژلاتــین    23/1±10( دقیق
دقیقـه)، کیتـوزان   15±3دقیقه)، پلاسما (1±29(
دقیقــه) بــود 32±5/1دقیقــه)، کنتــرل (1±21(
)032/0=P(نمودار)3.(

ها در سلولCD14بررسی بیان : یتومتريفلوسا
جدا شده نشـان داد کـه بیشـترین میـزان بیـان و      

-خلــوص مونوســیت هــا مربــوط بــه روش ژلاتــین
). 4و نمودار2(شکلمی باشدMACSپلاسما و 

و نتیجه گیريبحث 
از آنجایی که مونوسیت ها و سلول هاي مشتق از 

سلول هاي دندرتیک) در تنظـیم  -آن (ماکروفاژها
التهاب و ایمنی ذاتی نقش مهمی را دارا هسـتند از  
این رو مطالعه بـر روي عملکـرد ایـن سـلول هـا و      
استفاده از آنها در تحقیقات ایمنـی شناسـی مـورد    

ده از ). اسـتفا 11توجه محققین قرار گرفته اسـت ( 
این سلول ها به علت خاصیت چسبندگی با جنبـه  
هــاي مثبــت و منفــی در تحقیقــات آزمایشــگاهی 
همراه بوده. با تولید آنتی بادي هاي مونوکولونال و 

به منظور جداسازي MACSابداع روش هایی مثل 
انواع مختلفی از سلول ها، بررسی و تحقیق بر روي 

یـن وجـود در   این سلول ها را آسان کرده است. با ا
این مطالعه روشی با درصـد خلـوص و زنـده مـانی     

MACSمشابه و کـم هزینـه در مقایسـه بـا روش     
معرفی گردید. که بر پایه استفاده از پروتئین هـاي  
موجود در پلاسما یا سرم اسـت. مهمتـرین نـوع از    
پروتئین هاي پلاسما در این مطالعه فیبرینونکتین 

ها وجـود دارد  بوده که در ماتریکس خارجی سلول
و بطور طبیعـی بـا سـلول هـاي تـک هسـته اي و       
فاگوسیت کننده در ارتبـاط مـی باشـد و عملکـرد     

مقایسه شمارش سلولی انجام شده در گروه هاي شاهد، کیتوزان، -1نمودار
. (*) نشان دهنـده اخـتلاف   MACSپلاسما و -پلاسما، ژلاتین، ژلاتین

نسبت به گروه هاي MACSپلاسما و-معنی دار در گروه هاي ژلاتین
).P=043/0(دیگر

درصد زنده مـانی مونوسـیت هـا، مقایسـه میـزان زنـده مـانی        -2نمودار
) در DPBS+EDTAمونوسیت هاي جداشده پس از اسـتفاده از بـافر (  

گروه هاي مختلف.

بررسی زمان مورد نیاز براي جداسازي سلول ها در گـروه هـاي   -3نمودار
پلاسـما. (*) نشـان دهنـده    -شاهد، کیتـوزان، پلاسـما، ژلاتـین، ژلاتـین    

کمترین زمان مورد نیاز.

در هر گروه. (*) نشـان دهنـده اخـتلاف    CD14مقایسه بیان -4نمودار
.MACSپلاسما و -معنی دار در گروه هاي ژلاتین
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تنظیمی در رفتار سلولی و اتصالی به اینتگرین هـا،  
کــلاژن، فیبــرین و هپــارین ســولفات را دارا اســت

). بعلاوه این که در سطح سلول هـاي تـک   12، 4(
ي ایـن بـرهمکنش   هسته اي بویژه مونوسیت ها برا

سلولی گیرنده وجود دارد . ایـن مولکـول در مهـره    
داران از دو منشاء سرچشمه می گیرد. نوع اول آن 
ــما ــول در پلاســـــ ــونکتین محلـــــ فیبرینـــــ

)cold-insoluble globulin or Cig(   کـه یکـی از
اجزاي پروتئینی اصلی پلاسماي خون می باشد که 

کبد تولید می شـود.  توسط سلول هاي هپاتوسیت
نوع دوم آن غیـر محلـول بـوده کـه در مـاتریکس      
خــارج ســلولی وجــود دارد و توســط ســلول هــاي 

). از طــرف دیگــر 12مختلفــی ترشــح مــی شــود (
ژلاتین پوست گاو که از کلاژن موجـود در پوسـت   

همـین پـروتئین  گاو تهیه می شود، بـدلیل وجـود   
اشندمی بکاندید مناسبی براي اتصال مونوسیت ها

و کلاژن با دناتوره Cigهمچنین میل ترکیبی بین 
).2،5(شدن کلاژن افزایش می یابد

همانطور که گفتـه شـد از معمـول تـرین روش     
هاي جداسازي مونوسیت هـا اسـتفاده از خاصـیت    
چسبندگی آن ها به سطوح پلاستیکی و شیشه اي 
است. این روشی ساده، اما حضـور لنفوسـیت هـا و    
پلاکت ها درصد خلـوص مونوسـیت هـا را کـاهش     

گی ). از طرف دیگر این خاصیت چسبند9(دهدمی
در عمل به صورت غیر قابل برگشت بوده و استفاده 

ــانیکی (  ــاي مک ــدا  Scrapingاز روش ه ــراي ج ) ب
کردن، در صد زنده مانی این سـلول هـا را کـاهش    

ــد ــی ده ــردن ســطوح  2(م ــوت ک ــاي ک ). از مزای
پلاستیکی و شیشـه اي بـا ژلاتـین و پلاسـما ایـن      
است که خاصیت چسبندگی را مختـل مـی کنـد.    

دلیل دارا بودن گیرنده هایی بـراي  این خاصیت به
) در ایـن سـلول هـا    CigRپروتئین فیبرینونکتین (

بوده که در لنفوسیت ها و پلاکـت هـا یافـت نمـی     
Coldشود. بعلاوه به دلیل ترشـح گلیکـوپروتئین   

insoluble globulin    در غشاء مونوسـیت هـا ایـن
سلول ها توسط اتصالات منیزیمی به فیبرین هـاي  

لاسما و سطح ژلاتین متصل می شوند. موجود در پ
اتصال مونوسیت به ژلاتین وابسـته بـه تـراکم مـی     
باشد و پوشش دادن ژلاتین با پلاسما این اتصال را 
مستحکم تر و میزان خالص سـازي را بیشـتر مـی    

بـدون  PBS). استفاده از محلول سـرد  5،11(کند
، اتصالات کلسـیمی بـین   EDTAکلسیم، منیزیم و

شلاته می شود و سرد بودن EDTAسلولی توسط 
محلول کمک به جدا شدن بهتر سلول ها از سـطح  
ژلاتین و پلاسما می کند. همچنین مطالعات قبلی 
نشان می دهد که شستشوي فلاکـس هـاي کـوت    

بدون کلسیم، PBSشده با ژلاتین و پلاسما با بافر 
منیزیم قبـل از اسـتفاده، مـی توانـد مـانع اتصـال       

گونــه اي کــه نشــان دهنــده مونوسـیت هــا شــود ب 
ــه ++Mgاهمیــت بیشــتر  در اتصــال مونوســیت ب

بوده که تاییدي بر ++Caنسبت بهCigفیبرین و
چگونگی جدا شدن سلول ها در هنگام اسـتفاده از  

).11(استEDTAاین محلول به همراه 
مشاهده میکروسکوپی و بررسی نتایج حاصـله از  
فلاکس هاي کـوت شـده بـا کیتـوزان تغییـري در      
میزان چسبندگی مونوسـیت هـا نسـبت بـه گـروه      
شاهد نشان نمی دهد، ایـن مشـاهدات بـا مطالعـه     

و همکـارانش بـه منظـور    Linصورت گرفته توسط 
کشت ملانوسیت ها، نشان دهنده قابلیـت اتصـالی   

). برطبـق یافتـه   7(سلول اسـت کیتوزان در کشت 

در سلول هاي جدا شده در هر گروه، خطوط منقطع نشـان دهنـده کنتـرل منفـی و     CD14پلات هاي هیستوگرام فلوسایتومتري نشان دهنده میزان  بیان -2شکل
را نشان می دهد.CD14خطوط ممتد میزان بیان 
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هــاي حاصــل از تخمــین زمــان مــورد نیــاز بــراي  
هرگروه، بیشترین زمان جداسـازي بـرخلاف گـروه    
ژلاتــین پلاســما بــه ترتیــب بــراي گــروه ژلاتــین، 

) که این می توانـد  3کیتوزان و پلاسما بود (نمودار
بر مواد مـذکور باشـد، امـا    EDTAبه دلیل اثر کم 

ا پلاسما با توجه به ایـن کـه   پوشش دادن ژلاتین ب
گروه پلاسـما بـه تنهـایی زمـان کمتـري را بـراي       
جداسازي بـه خـود اختصـاص داده بـود و ارتبـاط      
مستقیم بین اتصال مونوسیت هـا و میـزان تـراکم    
ژلاتین، این مشکل را برطـرف کـرده و بـه همـین     

ترتیب این الگو در آزمون هاي مربوط به میزان 
ل ها مشاهده می شود به شمارش و زنده مانی سلو
پلاسما نسبت بـه دیگـر   -گونه اي که گروه ژلاتین

MACSگروه ها افزایش معنـی دار و یکسـانی بـا    
). از دیگـر مشـاهدات   2و1(نمـودار نشان می دهـد 

صورت گرفته در این تحقیق کاهش میـزان سـطح   
آلودگی پلاکتـی در فلاسـک هـاي پوشـیده شـده      

وه شـاهد و  توسط ژلاتین و پلاسما نسـبت بـه گـر   
کیتــوزان بــود کــه بــا کــاهش میــزان چســبندگی 

ها به یکدیگر و بـه دنبـال آن کـاهش ایجـاد     سلول
کلامپ هاي سلولی از عوامل موثر در میـزان زنـده   
مانی و شمارش سلولی بـه حسـاب مـی آیـد. ایـن      
یافته توسط محققان دیگر نیز تایید گردیده اسـت  

)13،2 .(
بـه  CD14از طرفی بررسی فلوسایتومتري بیان 

عنوان نشانگر مونوسیتی میزان خلـوص مونوسـیت   
پلاسما را نیز در مقایسـه بـا   -ها را در گروه ژلاتین

MACS  تایید می کند اگر چه این مقدار کمتـر از
). بررسـی و مقایسـه کلـی    2آن می باشـد (شـکل  

مشاهدات و نتایج حاصل از میزان شـمارش، زنـده   
ــا  مــ ــوص مونوســیت هــا در هــر گــروه ب انی و خل

هاي حاصل از مطالعات قبلـی همسـو بـوده و    یافته
نشان دهنده عملکرد بهتر ترکیب ژلاتین وپلاسـما  

، 14، 8، 2در جداسازي مونوسیت هـا مـی باشـد (   
15(.

از این رو مـی تـوان نتیجـه گرفـت کـه هرچنـد       
فلاکس هاي کوت شـده بـا ژلاتـین و پلاسـما بـه      

کدام نسبت به کیتوزان و گـروه شـاهد   تنهایی هر
عملکرد بهتري را در خالص سـازي مونوسـیت هـا    
نشان می دهند اما پوشش دادن ژلاتین با پلاسـما  

درصد خلوص بـالاتري نسـبت بـه بقیـه گـروه هـا       
داشته و در ضمن داشتن توجیـه اقتصـادي، قابـل    
نگهداري بودن به مدت یک مـاه و همچنـین روش   

کـه از  MACSایسه بـا روش  تهیه ساده آن در مق
اختصاصیت بالاتري برخوردار است، مـی توانـد بـه    

عنوان روشی مناسب در کنار آن باشد.

تقدیر و تشکر
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یوسف حیدر ثانی کارشناسـان محتـرم آزمایشـگاه    
ایمنی شناسی دانشکده دامپزشکی دانشگاه ارومیه 
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Abstract

Background: Peripheral blood is the main source of monocytes to investigate immunology
and biology properties. Therefore, isolation methods of these cells are important. In this
study, several methods were compared, while the MACS (Magnetic Activated Cell Sorting)
technique cannot be used, we offer the most appropriate method with lowest cellular damage
and highest purity.
Methods: methods such as coated flask with Chitosan (7), gelatin (8), plasma (2), gelatin-
plasma (2) were compared with MACS (9), From the microscopic views and time of required
isolating monocytes (Comparison between the mentioned methods), cell count (9), cell
viability (9), the expression of CD14 as a monocyte marker (10) were compared with MACS
(9) by using One-way ANOVA and Tukey test.
Results: The findings indicated that lowest cell count was belonged to controlling group and
Chitosan, the highest numbers refer to gelatin-plasma and MACS. Moreover, the highest
monocytes CD14 expression was observed in gelatin- plasma and MACS method.
Conclusions: Hence it can be concluded that each gelatin and plasma methods were better
than the control group in the isolation of monocytes. But covering gelatin with plasma has
higher purity than other methods to compare with MACS; it can be a good method beside
that.

Keywords: Monocytes, Chitosan, Gelatin, Plasma, Gelatin - Plasma, MACS.
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