
 

                          )مجله پژوهشي دانشكده پزشكي(پژوهش درپزشكي              

                   دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد بهشتي      

  155 تا 148صفحات ، 1388پاييز ، 3ره ، شما33 دوره           

  

 پريتونئال و طحال Bهاي  ساكاريد توسط لنفوسيت بادي ضد ليپوپلي توليد آنتي
   در شرايط آزمايشگاهBalb/cموش 

  3*دكتر نريمان مصفا ،2دكتر نگار سيد، 1دكتر وحيد ياردل

 
  واحد كرج، دانشگاه آزاد اسلامي،دانشكده دامپزشكي 1
  ، ايرانتهران ،يران انستيتو پاستور ا2
  دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،  گروه ايمونولوژي3

  چكيده
 هاي طبيعي با خاصيت واكنشي متعدد بوده و بادي  در مواقع لزوم قادر به توليد آنتيCD5+ B-1تحت گروه لنفوسيتي  :سابقه و هدف

ها در شرايط آزمايشگاهي و خارج از بدن موجود زنده  بادي وليد آنتياز آنجايي كه ت.  است(LPS)ساكاريد  ترين ليگاند آنها، ليپوپلياصلي
بادي در مايع  جداسازي، كشت و تعيين غلظت آنتي هدفبا كاربرد بسياري در تكنولوژي تخليص مواد داشته باشد، اين تحقيق  تواند مي

  .انجام شدها  رويي كشت اين لنفوسيت

هاي آن  سازي سلول گيري مستقيم از قلب، پرفيوژن طحال و خارجبا خون. نجام گرديداين تحقيق با طراحي اكتشافي ا: بررسي روش
 تخليص Bهاي  و با كمك گراديان فايكول و ستون نايلون وول، لنفوسيت ها گرفته شدند سلولBalb/cهاي نژاد  و لاواژ پريتونئال موش

 ساعت در 72 و 24،48 تحريك شدند و در سه زمان LPS در محيط كامل كشت سلولي توسطشاهد مورد و  در دو گروهو گرديدند 
و فعاليت حياتي و قدرت تكثير يده  با تكنيك الايزا سنجIgMگيري غلظت  مايع رويي كشت به منظور اندازه .انكوباسيون قرار گرفتند

   . صورت پذيرفتCD5 و CD3ها به كمك ماركر  هاي ايمونوفنوتايپينگ براي تاييد خلوص سلول بررسي.  بررسي شدMTTتوسط آزمون 
داري را   را داشتند كه اختلاف معنيIgM بالاترين فعاليت ترشحي ،ها در دو ارگان طحال و پريتوئن  ساعته لنفوسيت24كشت : هايافته

خون،  تخليص شده از پريتوئن در مقايسه با طحال و Bهاي  در بررسي ايمونوفنوتايپينگ، لنفوسيت. نشان دادندشاهد هاي  با گروه
   . را نشان دادندCD5درصد بالاتري از ماركر 

اي آزمايشگاهي   با اختصاصيت متعدد در شرايط داخل لولهIgMمنبع بسيار خوبي براي تهيه  طحال  وپريتوئن يها سلول: گيرينتيجه
  .باشدي تر ات جامعتواند راهگشاي انجام مطالع و فراهم نمودن شرايط مناسب كشت سلولي مي ها سلولاين تخليص . باشند مي

  .Balb/cموش  ،پريتوئن ،طحال ، با اختصاصيت متعددIgM ،ساكاريد محرك ليپوپلي ،B-1 لنفوسيت :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
 از حيث استقرار آناتوميك بـا       Bهاي    هاي لنفوسيت   تحت گروه 

 B-2 و   B-1بـه دو زيرگـروه        بـه طـوري كـه      ،يكديگر متفاوتند 
 ).1(شوند  متمايز مي
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هـاي    همان لنفوسيتB-2 (Conventional B cell)ت گروه تح
بـادي بـا خـصوصيات        مرسوم و معمول در توليد و ترشح آنتـي        

از خـصوصيات ايـن     ). 2(هـاي مختلـف اسـت         متنوع و كـلاس   
هـا و بـروز       ژن  توان به ميـل تركيبـي بـالا بـا آنتـي             ها مي   سلول

 ،V هاي   دارا بودن گنجينه متنوعي از ژن      ،IgD و   IgMزمان   هم
و قدرت بالا در بازآرايي      IgMتر به قطعات سازنده       الحاق فراوان 

. بــادي اشــاره نمــود هــاي زنجيــره ســبك و ســنگين آنتــي ژن
چنين اين نكته قابل ذكر است كـه از نظـر انتـوژني بعـد از                 هم
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گيرنـد و اغلـب       ها از مغز اسـتخوان منـشا مـي          تولد، اين سلول  
CD5-   كه تحـت گـروه        درحالي ،)3( هستندB-1   خـصوصيات 

 دارند و از نظر انتـوژني       IgMمنحصر به فرد در بلوغ و بيان ژن         
 B-1هاي    لنفوسيت. شوند   در كبد جنين توليد مي     B-2برخلاف  

 (Renewal) خاصيت خودبازسازي    B-2هاي    بر خلاف لنفوسيت  
چنـين   هـم . هاي خاص بدن همچون صفاق را دارند        در محوطه 

 (Isotype switching)ي توان به نداشتن چـرخش ايزوتـايپ   مي
هـا قـادر بـه      سلB-1شايان ذكر است كه     ). 4(اشاره نمود   آنها  

ــد كـــلاس  ــشي  IgMتوليـ ــورت چندواكنـ ــه صـ ــم بـ  آن هـ
(Polyreactive) و بـــا اختـــصاصيت متعـــدد (Polyspecific) 

هـا بـه طـور         سل B-1گزيني    از نظر محل لانه   ). 3،5(باشند    مي
ديـافراگم، پلـور،    هاي سروزي بـدن همچـون         عمده در محوطه  

مدياستن، پريكارد و پريتـوئن و در سـطح كمتـري در خـون و       
  ).6(شوند  طحال يافت مي

ــه آنتــي  ــه ســاختار  ســلB-1ژن،  از نظــر پاســخ ب ــا ب هــاي  ه
ساكاريدي بيشترين تمايل را دارنـد        كربوهيدراتي بخصوص پلي  

در . استهاي پروتئيني هنوز مورد ترديد        ژن   آنها به آنتي    و ميل 
ها دقيقا خاصيت عكس اين مورد را داشته و            سل B-2 كه   حالي

ها    سل B-1. هاي پروتئيني است    ژن  شان به آنتي    بيشترين پاسخ 
 Tهـاي     ژن به لنفوسـيت     ها جهت عرضه آنتي      سل B-2برعكس  

هـا خـود بـه دو          سل B-1. باشند  كننده شناخته شده نمي     كمك
 بـا   B-1a). 1،5،7(شـوند      تقسيم مي  B-1b و   B-1aتحت گروه   

بـادي    هـاي توليدكننـده آنتـي        همان سـلول   CD5عرضه ماركر   
IgM هــاي توليدكننــده  كــه بــه لنفوســيت) 8( فعــال هــستند
روده نيـز   طبيعي  هاي طبيعي در مقابل تحريك فلور         بادي  آنتي

هـاي    بـادي در سـرم مـوش        چنين ايـن آنتـي      هم .شهرت دارند 
تـشكيل   با افينتي پايين را      IgMاي از     غيرايمونيزه بخش عمده  

 Milk Spotها در نقاطي به نام لكه سفيد يا  اين سلول. دهد مي
در حفرات بطنـي بـدن از جملـه پريتـوئن جـايگزين و تجمـع          

لاي منافـذ موجـود در لايـه محـافظ             قادرند از لابـه     و يابند  مي
هاي صفاق و حتي جريـان خـون و لنـف             امنتوم به ساير بخش   

هــا نيــز جــاي B-1bدر ايــن منــاطق، . ناحيــه گــردش نماينــد
 خاصــيت تحــول عملكــردي و B-1aگيرنــد امــا بــرخلاف  مــي

هاي مـشابه ماكروفـاژ       مورفورلوژيك دارند و از آنها نوعي سلول      
ــي ــشتق م ــن ســلول. شــود م ــايز، خــواص   اي ــا در طــول تم ه

 فنوتيـپ   CD5فاگوسيتيك يافتـه و بـا از دسـت دادن مـاركر             
mac-1   جمعيـت   در روند تكثير و تمايز    ). 3(كنند     را عرضه مي 

B-1    حضور سايتوكاين IL-5  به طـوري   ،اي داشته    اهميت ويژه  
هـا    كه در استقرار آناتوميك و خاصيت خود تكثيري اين سلول         

  ).9(نقش مهمي را داراست 

هـاي بـا    بـادي  با توجه به اينكه روش مرسوم براي توليـد آنتـي        
تزريــق ) اسپــسفيك كلونــال و پلــي پلــي(اختــصاصيت متعــدد 

يوان آزمايشگاهي و اخذ سرم بـه منظـور تهيـه           ها به ح    ژن  آنتي
از (توانـد مـشكلاتي را در رونـد توليـد              مـي   است، ورده فوق آفر

لـذا  .  به همراه داشـته باشـد      )زايي  جمله دفعات تزريق و ايمني    
ــرايط     ــه در ش ــي ك ــه روش ــتيابي ب ــان دس ــراي امك ــلاش ب ت

ها به كمك منابع      بادي   و كشت، قادر به تهيه آنتي      يآزمايشگاه
هـاي    ژن  در مقابـل آنتـي    . آل اسـت    سيتي باشد، بسيار ايده   لنفو

سـاكاريدي    سـاكاريدي و ليپـوپلي      غيرپروتئيني كه ساختار پلي   
 نيازي به انجـام مراحـل توليـد در بـدن حيـوان              ،داشته باشند 

تواند علاوه بر حـذف مـوارد         باشد و روش كشت سلولي مي         نمي
رايط هماهنـگ   بادي، ش   اخلاقي كار با حيوان توليد كننده آنتي      

  . به دست آوردIgMو مناسبي را براي اخذ مقادير بالاتري از 
ــابي تــوان توليــد ،هــدف از انجــام ايــن تحقيــق ــا  IgM ارزي ب

 در شرايط كشت آزمايشگاهي     LPSبر عليه   اختصاصيت متعدد   
هاي مزبور بود و غلظـت توليـد شـده آن در شـرايط                لنفوسيت

مل خون، طحـال و  مختلف از حيث زمان و منبع اخذ سلول شا      
آل اين سـلول      محوطه پريتوئن به منظور دستيابي به منبع ايده       

  .مقايسه شد 
  

  مواد و روشها
 تهيـه شـده از      Balb/c هفته نـژاد خـالص       6-8 موش ماده    12

) NIH )10انستيتو پاستور ايران در شرايطي منطبق بر اصـول          
بـا در نظـر      حيوانـات  به منظـور اخـذ نمونـه،      . نگهداري شدند 

تن اصول انساني كشته شـدند و سـپس در شـرايط كـاملا              گرف
. شـد استريل اقدام به خروج خون بطني و نيز برداشت طحـال            

هاي پريتوئن به صورت مـستقل از حيوانـات ديگـر تهيـه        نمونه
 حيـوان بـراي لاواژ      6 حيوان بـراي قلـب و طحـال و           6. گرديد

  . انتخاب شدندپريتونئال
ليتري    ميلي 20مك سرنگ   بلافاصله پس از خروج طحال، به ك      

 RPMI 1640، با عمل مداوم جريان محـيط  25و با سر سوزن 
(Sigma)           يا پرفيوژن، اقدام به خروج محتويات سـلولي طحـال 

سوسپانسيون حاصله پـس از     . شد بار تكرار    2-3 اين عمل  .شد
  ).11(بود هاي طحال  سانتريفيوژ حاوي سلول

 RPMIاز محلـول  بعد از باز كردن پوست شـكم، بـا اسـتفاده    

ترتيب كه با اسـتفاده       بدين. انجام شد  سرد لاواژ پريتوئن     1640
، محلــول 14ليتــري و سرســوزن شــماره   ميلــي20از ســرنگ 

RPMI و بعـد از  شده از طريق صفاق وارد محوطه شكمي    سرد
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هـاي    محلـول لاواژ شـده حـاوي سـلول        . شدچند دقيقه خارج    
  ).11(بود پريتوئن 

 با اسـتفاده از     Decerebration)( حيوان   بعد از عمل قطع نخاع    
كـه قلـب همچنـان تـپش         سرنگ انسولين هپارينه، در حـالي     

بـا ايـن    . كشيده شـد  خون درون قلب     ، وارد بطن شده و    شتدا
خون بعـد   . دمليتر خون به دست آ       ميلي 5/1-2روش در حدود    

قـرار گرفـت تـا      ) بهارافشان(سازي روي ستون فايكول       از رقيق 
  ).11(اي آن جدا گردد  تههس هاي تك سلول

هــاي چــسبنده يــا همــان جمعيــت  جهــت جداســازي ســلول
هـا    هاي سلولي حاصله از ارگان      ماكروفاژي حاضر، سوسپانسيون  

منتقـل شـد و بـه       ) Technogen(هاي كشت     به داخل فلاسك  
ــدت  ــاتور 4م ــاعت در انكوب ــاي CO2 س ــه 37 دار در دم  درج
 در ايـن مـدت بـه        هاي چسبنده   سلول. گراد قرار گرفتند   سانتي

ــلول  ــسبيده و س ــستر فلاســك چ ــان   ب ــه هم ــناور ك ــاي ش ه
ها هستند در مايع رويي قرار گرفتند و بعـد از اتمـام               لنفوسيت

سـپس ايـن    . پت پاستور خارج گرديدنـد      انكوباسيون توسط پي  
هـاي قرمـز بـر روي گراديـان           ها جهت جداسازي گلبـول      سلول

  ).11(قرار گرفتند ) بهار افشان(غلظتي فايكول 
 از تكنيـك نـايلون وول       T و   Bهـاي     جهت جداسازي لنفوسيت  

(SO-FIL-02) هـاي     گيري شد و لنفوسـيت       بهرهB   و T    از هـم 
 گرم از 1/0- 2/0پس از پوش دادن نايلون وول، . تفكيك شدند
 RPMIگرديـد و سـرنگ بـا    ليتـر    ميلي5 هاي آن وارد سرنگ

قرار رادي گ درجه سانتي 37 ماري  پر شد و در دستگاه بن1640
هاي شناور وارد سرنگ نايلون وول شـده و           سپس سلول . گرفت

قـرار  گـرادي    درجـه سـانتي    37ماري  به مدت نيم ساعت در بن     
 RPMIمحتويات سلولي سرنگ تخليـه شـد و توسـط           . گرفتند

ــه ميــزان كــافي شستــشو داده شــدند  بــدين صــورت . گــرم ب
.  سرد شستـشو داده شـدند      RPMI خارج و با     Tهاي    لنفوسيت

در .  گرديد Bهاي    اين شوك سرمايي سبب آزادسازي لنفوسيت     
ها از خون، اين نكته قابل ذكر اسـت           مورد جداسازي لنفوسيت  

كه ابتدا خون اخذ شده از بطن راست قلب به نسبت يك به دو              
سازي شد و سپس بر روي فـايكول قـرار     رقيقRPMI 1640با 

جداسـازي  ها انجـام      اي  با تهيه سوسپانسيون تك هسته    . گرفت
در ضـمن   . ماكروفاژي عينا مانند طحال و پريتوئن، اجرا گرديد       

 سـرمي حيـوان، حجـم موردنيـازي از          IgMبه منظور سنجش    
نگهـداري  گـرادي    درجه سانتي  -80 سرم جداسازي و در فريزر    

  ).11(شد 
به منظور تاييـد حـضور ماركرهـاي اختـصاصي و اطمينـان از              

هاي منوكلونـال     بادي هاي جداسازي شده از آنتي      خلوص سلول 
ــا فلوئورســئين ايزوتياســيانات  -FITC anti(كونژوگــه شــده ب

mouse CD5 - clone: 53-7.3 - Isotype: Rat IgG2a,k( و 
)FITC anti-mouse CD3e - clone: 145-2C11 - Isotype: 

Armenian Hamster IgG(  هـاي   لنفوسـيت .  اسـتفاده گرديـد  
B-1، ــپ ــيت+CD3-/CD5 فنوتي ــ ، لنفوس ــپ ،B-2اي ه         فنوتي

-CD3-/CD5ــيت ــاي   و لنفوس ــپ Tه  را +CD3+-/CD5 فنوتي
  .دارند

 1×105براي انجـام تـست ايمونوفلوئورسـانس، سوسپانـسيون          
 كونژوگه در  بادي  لاندا از آنتي10هاي اپندورف با  سلول در لوله

گـرم سـديم       ميلـي  1/0 فيلتر شده ،     PBSليتر     ميلي 100(بافر  
مخـصوص مخلـوط و در شـرايط        ) BSAگرم    لي مي 1-4آزايد و   

 ساعت انكوبه شده و نتايج بـه كمـك          2سرما روي يخ به مدت      
  ).12(رويت شدند ) Nicon(ميكروسكوپ فلوئورسانس 

 پس از بررسي حيات سلولي توسط تريپـان بلـو و       Bهاي    سلول
 RPMIشمارش، تحت كشت با محيط كامل كشت كه شـامل  

1640 ،10 %Fetal bovin serumاسترپتومايـسين  -سـلين  ، پني
U/ml 100    و فونگيزون ng 250   بود (Gibco)    قرار گرفتنـد ،  .

 در داخل پليت مخصوص كـشت  1×105ها به تعداد     ابتدا سلول 
تقسيم شدند و سپس به هريك از ) NUNCاي   خانه24(سلول 
از محيط كشت مغـذي اضـافه       ليتري    يك ميلي  هاي پليت   خانه

ت انجام اين بررسي براي هـر ارگـان   شود جه   يادآور مي . گرديد
 72 و 48 ،24 پليـت بـراي سـه زمـان     3مربوط به يك حيوان   

هـاي هـر سـه منبـع اخـذ            سـلول . ساعت در نظر گرفته شدند    
هـاي جداگانـه      سلولي يعني پريتوئن و طحال و خون در پليـت         

هـاي     دو رديف بالاي هر پليت بـه عنـوان نمونـه           .جاي گرفتند 
هـاي مـورد در نظـر         ي به عنوان نمونـه    كنترل و دو رديف پايين    

اين عمل به منظور افزايش اطمينان از امكان خطـا          . گرفته شد 
در ضـمن شـرايط كـشت       . در طول كشت سلول انجام پذيرفت     

 LPS،  هـاي مـورد     به نمونه .  رعايت گرديد  (Duplicate)دوتايي  
(Sigma) بــه ميــزان μg/ml 50كــه   در حــالي. اضــافه گرديــد

 CO2تحت انكوبـاتور     سپس.  بودند LPSفاقد  هاي كنترل     نمونه
 قرار  CO2 درصد   5 درجه سانتيگراد و جريان      37دار، در دماي    

 ، ساعت 72 و   48 ،24 به مدت    بعد از اتمام انكوباسيون   . گرفتند
گيـري   سانتريفيوژ شـده و مـايع رويـي آن جهـت انـدازه             پليت

  ).12( برداشت گرديد IgMميزان 
 خاتمه هر انكوباسيون زماني در شرايطي مشابه قبل، پس از

اي   خانه96هاي كشت  ها به صورت دوپليكيت به پليت سلول
هاي مربوط به طحال، پريتوئن و خون به  سلول. منتقل شدند

به . هاي مشخص شده جاي گرفتند صورت جداگانه در چاهك
–MTT) 3-[4,5، نياز به MTTمنظور انجام آزمون 

dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyltetrazolium 
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bromide ( سلول در هر گوده از ميكروپليت قرار 1×104بود تا 
  .داده شود

 ميكروليتـر   10، بـه ازاي هـر       MTT (Sigma)سازي    براي رقيق 
 بــه هــر چاهــك RPMI 1640 ميكروليتــر MTT ،90محلــول 

 درجــه 37 ســاعت در انكوبــاتور 4اضــافه گرديــد و بــه مــدت 
 واكنش از الكل ايزوپروپـانول      براي توقف . سانتيگراد قرار گرفت  

 با اتيليك الكـل     DMSO (Merck) و تركيب    (Merck)اسيدي  
اول ) Duplicate(بدين ترتيب كه به تكرار دوتايي . استفاده شد

 اضـافه شـد و در       DMSOايزوپروپانول و به تكرار دوتـايي دوم        
 (CECIL2021) نـانومتر بـا اسـپكتروفوتومتر        570طول مـوج    
 عمل و استفاده از دو حلال به منظور افزايش اين. قرائت گرديد

در ضـمن پـس از      . ضريب اطمينان از نتـايج صـورت پـذيرفت        
هـا بـا مـشاهده بلورهـاي          خاتمه انكوباسـيون وضـعيت سـلول      

 سـلول، كنتـرل      اي رنگ فورمازان در داخل سيتوپلاسـم        سرمه
  ).12(گرديدند 

هـا توسـط الايـزا مـورد           توليدي كشت لنفوسـيت    IgMسطوح  
بدين منظور از مـايع رويـي محـيط كـشت       . يابي قرار گرفت  ارز

برداري و پس از سانتريفيوژ  ها در فواصل معيني نمونه لنفوسيت
بــر ايــن اســاس از . قــرار گرفــتگــراد  درجــه ســانتي -80 در

) U Bottum(با بستر مدور ) Microtiter(اي   خانه96هاي  پليت
(NUNC) ــدازه ــت ان ــري   و كي ــي IgMگي  BETHYL) موش

LABORATORIES.INC)  در ابتدا پليـت بـا      .  استفاده گرديد
 – Capture Ab ((Goat Anti(بـادي بـه دام اندازنـده     آنتـي 

mouse IgM) پوشانيده گرديد )Coating(   و سپس سيـستم بـا
 HRP (Goat Anti- mouse IgM- HRPبـادي كونژوگـه    آنتي

conjucated)  همچنين با تعيين حداقل و حداكثر      .  تكميل شد
سـازي شـدند و       هاي تحت بررسي رقيق     سيت كيت، نمونه  حسا
ها به صورت تكرار دوتايي در داخل پليت جاي گرفتند و             نمونه

 OPDاز  . طبق دستور كار كيت كليـه مراحـل انجـام پـذيرفت           
 به عنوان   H2SO4به عنوان سوبسترا و     ) اورتوفنيلين دي آمين  (

 هريــك از ODســپس . كننــده واكــنش اســتفاده شــد متوقــف
ــهنمو ــام اتوماتيــك    ن ــزا تم ــده الاي ــتگاه خوانن ــا توســط دس ه

(ANTHOS 2020) نـانومتر بـراي   492 در طول موج OPD و 
. خوانده شد ) Refrence( نانومتر به عنوان طول موج مبدا        620

 ،هاي استاندارد و ترسيم منحني شيب غلظتـي         به كمك غلظت  
هـا محاسـبه      مربـوط بـه نمونـه     ) ng/mlبرحسب   (IgMمقادير  

  ).11(د گردي
 OD قرائت شده توسط دستگاه و نيز        IgMكليه مقادير غلظتي    

 SPSS  آماري افزار  نرمبا نسخه يازدهم    ،  MTTها در روش      نمونه

 سـطح   .تحليـل شـدند    Kruskal-Wallisآزمون   و   tبا آزمون   و  
  . در نظر گرفته شد05/0تر از  داري پايين معني

  
  هايافته

         از پريتــوئن هــاي اخــذ شــده     درصــد ســلول 90بــيش از 
CD3-/CD5+  هـــاي طحـــال  درصـــد ســلول 70 و بيــشتر از      
CD3-/CD5-        هـا در      بودند كه بيانگر آن است كه اكثريت سلول

 B-2ها در طحـال از نـوع           و اكثريت سلول   B-1پريتوئن از نوع    
   هــاي طحــال مــاركر   درصــد از ســلول30بــوده و تنهــا حــدود 

CD3-/CD5+    كه ماركر B-1 باشـد را بـروز دادنـد         مـي  هـا    سل 
ــان. )2 و 1شــكل ( ــه در جــدول   هم ــه ك ــده اســت،  1گون آم

 +CD3-/CD5هاي خون تعداد بسيار ناچيزي از ماركر          لنفوسيت
هـاي پريتـوئن پـس از         سلول. را بروز دادند  )  درصد 5كمتر از   (

وول بـالاترين خلـوص را داشـته و           سازي از ستون نايلون     خالص
وعه تخليص شـده سـلولي از نظـر         هاي نهايي از مجم     لنفوسيت

  .ها را نشان دادند  بالاترين نشانهT cellماركرهاي 
  

  
  . هاي لاواژ شده از پريتوئن  نمايي از سلول-1شكل 

   .باشند ها به خوبي در تصوير مشهود مي ماكروفاژهاي چسبنده و لنفوسيت
)L : لنفوسيت– MQ :ماكروفاژ(  

  

 
اينها در طول مراحل جداسازي،  .تخليص شده Bهاي   لنفوسيت-2 شكل
  . را به خوبي بيان كردندCD5ماركر 
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 .ختصاصيا چگونگي عرضه ماركرهاي لنفوسيتي - 1 جدول

 B سل 
 پريتوئن

B سل 
 طحال

B سل 
 خون

Tسه  سل در هر
 گروه

CD3 5<درصد<90  درصد>5  درصد>5  درصد  

CD5 90>درصد<90  درصد>5  درصد30  درصد  

 
  

 دســت آمــده حــاكي از آن بــود كــه هــاي بــه بررســي غلظــت
ــه ــاي  نمون ــا   72 و 48، 24ه ــسه ب ــوئن در مقاي ــاعته پريت  س
هاي طحال و خون در همان زمان در هر دو گروه مورد و               نمونه
  .)2جدول . ( بيشتري را توليد نمودندIgM، ميزان شاهد

 
در مايع رويي كشت  )IgM )ng/ml اختلاف غلظت -2 جدول
 لف سلولي ها برحسب منابع مخت سلول

  ساعت72  ساعت48  ساعت24 

خونطحالپريتوئنخونطحالپريتوئنخونطحالپريتوئن 
شاهد 

-)LPS( 
3/3004/1027/635/545/494/258/412/382/15

مورد 
+)LPS(

10358/8884534/6689/4618/4257/29412966 

  
 

در سـه   هاي پريتوئن و طحـال و خـون           چنين مقايسه نمونه   هم
 IgMميـانگين   . زمان خودشان، نيز همين نتيجه را در برداشت       

 خودبخودي و IgMكه بيانگر توليد ، توليدي در كنترل پريتوئن
هاي دو منبـع طحـال و       شـاهد  در مقايسه بـا      ،باشد  طبيعي مي 

هـاي    چنين ميانگين نمونه   هم. بودخون در هر سه زمان بيشتر       
منبع طحال و خـون در       در پريتوئن از دو      LPSتحريك شده با    

 IgM سـاعت ميـزان      48اما در زمـان     . بودهر سه زمان بيشتر     
و در هر سه منبع كاهش      شاهد  توليدي در هر دو گروه مورد و        

در زمـان  .  سـاعت داشـت  24در مقايسه با زمان را گيري   چشم
 توليدي در   IgM ساعت، ميزان    48 ساعت نيز همانند زمان      72

گيري  ر هر سه منبع كاهش چشم  و د شاهد  هر دو گروه مورد و      
ــه زمــان  آمــاري اخــتلاف .  ســاعت داشــت48 و 24نــسبت ب

 مـشاهده   Bهاي     لنفوسيت IgMداري بين مقادير غلظتي       معني
و شـاهد  بين دو گروه  دار اوت معني به طوري كه اين تف   ،گرديد

 IgMهـاي      مقايـسه غلظـت    ا ب 1نمودار  . مورد نيز مشهود است   
عـلاوه بـر آن      .يد اين مطلب است   ها مو   مايع رويي كشت سلول   

داري  ر سه منبع با هم تفـاوت معنـي  و مورد هشاهد هاي   نمونه
  ). p>001/0(نشان دادند را 

-Kruskalآزمـون   ،  و مـورد خـون    شـاهد   هاي    در بررسي نمونه  

Wallis     ميـزان   نشان داد كه    در سه زمانIgM   هـاي   نمونـه  در

 باشـد  ن مـي خون كمتر از طحال و طحال كمتر از پريتوئ  شاهد  
)05/0<p(.    ساعت در پريتوئن ميزان      48در زمان IgM  نسبت 

 72در زمـان    . يري داشـت  گ ساعت كـاهش چـشم     24به زمان   
 سـاعت و در     48 نسبت بـه زمـان       IgMساعت افت بيشتري از     
هـاي    با وجودي كه نمونـه     . وجود داشت  مقايسه با نمونه طحال   

ــالايي از   ــه پلاســما غلظــت ب ــوط ب ــشان داIgMمرب ــد،  را ن دن
هــاي خــون پــس از شــروع پروســه كــشت غلظــت  لنفوســيت

نمودار .  را در مقايسه با پلاسما توليد نمودند       IgMتري از     پايين
 مايع  IgM تفاوت آشكاري از مقادير حاصل از سطوح غلظتي          1

كنـد    هاي مختلف انكوباسيون را بيان مـي        رويي كشت در زمان   
محـسوس  كه اين تفـاوت در مـورد پريتـوئن و طحـال كـاملا               

 شـود، توليـد خودبخـود و        همانطور كه مـشاهده مـي     . باشد  مي
 در هر سه مورد قابل      B-1هاي     توسط لنفوسيت  IgMخودانگيز  

توجه اسـت كـه ايـن موضـوع در مـورد پريتـوئن چـشمگيرتر                
  .باشد مي
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 اخذ شده از منابع IgMهاي مختلف  غلظت -1نمودار 

  .وباسيون براساس طول مدت انكB-1هاي  مختلف كشت سلول
  

هاي طحـال از       سل B پريتوئن در مقايسه با      B-1هاي    لنفوسيت
ميـزان   .خاصيت تكثير و مانـدگاري كمتـري برخـوردار بودنـد          

و مورد پريتوئن و طحال بـا       شاهد  تكثير سلولي در هر دو گروه       
همچنين ميزان تكثيـر سـلولي در       . داشتافزايش زمان كاهش    

زمـان در مقايـسه بـا        و مورد طحال در هر سـه         شاهددو گروه   
هاي لنفوسيتي خون از همان ابتدا از         سلول. بودپريتوئن بيشتر   

 قدرت و فعاليت بسيار كمي برخوردار بودند كه قابل ثبت نبـود      
  . )3جدول (
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 نتايج حاصل از آزمون تكثير لنفوسيتي به روش - 3جدول 
M.T.T)  نانومتر570براساس طول موج .( 

 پروپانول اسيديالكل ايزو DMSO+ اتانول  

 *24 48 72 24 48 72 

             پريتوئن
 1125/00225/0110/00415/0024/0 159/0 شاهد

 039/0 137/011/0 1265/0121/0 258/0 مورد

              طحال
307/00763/00113/0 2792/02035/016/0 شاهد
321/00815/00119/0 190/0 3395/1268/0 مورد

  )ساعت(ون  زمان انكوباسي*
  

  بحث
 هاي عملكـردي متفـاوت،        با فنوتيپ و مشخصه    B-1هاي    سلول

ايـن  . دهند   را تشكيل مي   Bهاي     از لنفوسيت  يجمعيت متمايز 
گيرنـد بـرخلاف      ها كه در حفرات سروزي بدن جاي مـي          سلول

بـا   IgMمسير هدايت ايمنـي از طريـق اختـصاصي، بـا توليـد              
ي كه با غلظت بالاتر     به فعاليت برعليه اجرام   اختصاصيت متعدد   

دهنــد  ز حـد دفـاع اكتـسابي، بـدن را مـورد حملـه قـرار مـي        ا
 B-1براي افزايش اعتبار ايـن پـژوهش، مـا       ). 6،13(پردازند    مي
را جداسـازي  طبيعـي  هـاي   هاي پريتـوئن و طحـال مـوش       سل

بـادي    نموده و توسط روش ايمونوفنوتايپينگ بـه كمـك آنتـي          
از نظر ) رسين ايزوتيوسيانات فلوئو (FITCمنوكلونال كونژوگه با    

مطالعـات  .  مورد ارزيابي قرار داديـم     CD5 و   CD3وجود ماركر   
كه جمعيت اصلي لنفوسيتي پريتـوئن را       نشان داده   انجام شده   

B-1 طحال با وجود در برداشتن ايـن       . دهند  ها تشكيل مي     سل
 B-2زيرمجموعه در منطقه مارژينال، حاوي مقادير ديگـري از          

 ).14،15(باشد  هاي لنفاوي مي ولها در فوليك سل

 در برابـر    IgMبـادي     نتايج اين تحقيق نشان داد كه توليد آنتي       
هـاي    ساكاريد در شرايط آزمايشگاهي توسط لنفوسـيت        ليپوپلي

B      هـاي     لنفوسـيت  .باشد   پريتوئن و طحال قابل توجه ميB  در 
گردش خـون پاسـخ نـاچيزي را در محـيط كـشت در مقابـل                

هاي مرتبط  و اين يافته با ساير پژوهشند داد بروز LPSمحرك 
  ).1،6(همخواني دارد 

 10-50 در مقـادير غلظتـي       B-1جمعيت  مطالعات نشان داده    
در . بـادي دارنـد      توان پاسخدهي و توليد آنتـي      LPSميكروگرم  

 نانوگرم  100 به غلظت ناچيزي تا      B-2هاي    حالي كه لنفوسيت  
ر تحقيــق فــوق از ايــن يافتــه د). 16(تــوان پاســخدهي دارنــد 

چراكه از آنجايي كه قادر به جداسـازي        . استفاده شاياني گرديد  
B-1   و B-2 هاي طحال نبوديم، بـا اسـتفاده از ايـن يافتـه               سل

چنـين از    هـم . هاي طحـال نمـوديم       سل B-1سعي در تحريك    

تـر     ضعيف CD5هاي طحال از حيث ماركر         سل B-1آنجايي كه   
هـاي    سـل B-1ان بـالاي   تو،باشند هاي پريتوئن مي    سل B-1از  

بقا و ). 14(باشد   طبيعي قابل توجيه ميIgMپريتوئن در توليد 
هاي طحال فقط در صورت تحريك با عوامـل            سل B-1عملكرد  

سـاكاريدي    محيطي از جمله ليگاندهاي كربوهيدراتي و ليپوپلي      
ها   ژن   طبيعي در مقابل اين آنتي     IgMآنها به شدت    ). 17(است  
هـاي     سـل  B-1 امـا    ،شـوند   بل آن تكثير مـي    سازند و در مقا     مي

 self دچـار  LPSپريتوئن بـه طـور خودبخـود بـدون نيـاز بـه       

renewal باشـند    شوند و اصلا به محرك خاصي وابسته نمي          مي
 IgMهاي طحـال       سل B-1و به طور خودبخود خيلي بيشتر از        

پريتـوئن  شـاهد   هاي    كه اين مورد در نمونه    ) 14،18(سازند    مي
  .كند ميصدق حاضر تحقيق 

 مـدت  B-2 پريتونئال در مقايسه با جمعيت B-1هاي   لنفوسيت
تري را در محيط كشت آزمايـشگاهي بـه صـورت             زمان طولاني 

ما نيز در طول مدت كـشت    ). 14(كنند    زنده و فعال سپري مي    
 سـاعت و    72آنها در خاتمـه     تر   زنده ماندن طولاني  آنها، شاهد   

  .  ساعت بوديم96حتي پس از 
هـا در مقايـسه بـا      هاي ما در رابطه با قدرت حيات سـلول         يافته

 IgM هرچنـد توليـد خودبخـود        ،بسيار چشمگير بـود   شاهدها  
تواند توليـدات      سلول مي  .نيز قابل توجه بود   شاهد  توسط گروه   

 ولـي تفـاوت     ،خود را با توجه به روند قبل از كشت ادامه دهـد           
  .شدهاي تحريك شده داشته با اي با نمونه قابل ملاحظه

كاهش يافتـه ولـي       ساعت بعدي، قدرت حياتي و تكثير      48در  
باشـند و كماكـان       نيز چنين مـي   شاهد  موارد  . هنوز پابرجاست 

 شاهد ادامه قدرت حياتي و تكثير آنها تا پايان سه روز هـستيم            
مطابقـت  جوزف تـدمانگ و همكـاران       مطالعه  هاي    با يافته كه    
 بـسيار تخصـصي     هـاي   با وجودي كه آنـان از روش      ). 14(دارد  

 وليكن ما نيـز بـا تكنيـك         ،براي اثبات اين پديده بهره جستند     
M.T.T  هاي     تفاوت لنفوسيتB     پريتونئال را به اثبات رسانديم  .

هـاي   اهميت وجود محرك در سومين روز كـشت بـراي سـلول     
  .به اثبات رسيدشاهد پريتوئن آن هم به دليل افت حيات گروه 

هـاي ايـن تحقيـق، كـاهش      افتهيكي از نكات بارز در مشاهده ي 
 48هـاي   ها يا افت شـديد تكثيـر در نمونـه         قدرت حيات سلول  

 24 در   IgMخـصوصا در شـرايطي كـه توليـد          . باشد  ساعته مي 
 Feedbackاثـر  . ساعت اول به وفـور بـه وقـوع پيوسـته اسـت     

Regulation     بـه اثبـات رسـيده        در تجربيات ساير دانـشمندان
 در  IgM در صـورت افـزايش       كـه مشاهده كـرديم    ما نيز   . است

هـا كـاهش      مايع رويي كـشت، در مرحلـه بعـد، تعـداد سـلول            
 خود موجب سـركوب     IgMدر حقيقت توليد    . يابند  بسياري مي 

گردد تا بعد از آن شـرايط بـراي     ميB-1هاي    فعاليت لنفوسيت 
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 فـراهم   Tهـاي وابـسته بـه         ژن   در مقابل آنتـي    B-2پاسخ گروه   
  .گردد
 Bهـاي    توليد شده در كشت سـلول   IgMتوان غلظت بالاي      مي

مـا قـادر بـه      ). 19( نسبت داد    B-2هاي    طحالي را به لنفوسيت   
 از مجموعه سلولي اخذ شده      B-2 و   B-1هاي    تفكيك لنفوسيت 

 زيرا نياز به يك سيـستم دقيـق سـورتينگ بـه كمـك               ،نبوديم
  .هاي منوكلونال به روش فلوسايتومتري داشتيم بادي آنتي
هـاي طحـال       در كشت سلول   IgM بالاي   توان حضور غلظت    مي

 در  B-2هـاي     اول اينكـه سـلول    : را ناشي از دو پديـده دانـست       
 محيط نيز دچار تكثير و توليـد        FBSمحيط كشت در پاسخ به      

IgMبــا وجــودي كــه مــاده . گردنــد  مــيFBS بــراي تكميــل ،
 شـايد   ،هاي پروتئيني محيط كشت لازم و ضروري اسـت          بخش

 را در حداقل فعاليت B-2هاي   سلولكاستن از غلظت آن بتواند
هاي   در اينجا نياز به استفاده از محيط      ). 14(تحريكي قرار دهد    

دوم  .گيـرد   كشت غني ولي عاري از سرم مورد تاييد قـرار مـي           
 طحـالي بـا وجـودي كـه بـا غلظـت             B-1هاي    اينكه لنفوسيت 

 ميكروگـرم در    50( در تمـاس بودنـد       LPSاستاندارد و مناسب    
 پريتوئن به   B-1در مقايسه با جمعيت      )حيط كشت ليتر م   ميلي

سـعي مـا رعايـت دقيـق اصـول          . تعداد كمتري حضور داشتند   
 .بـود  LPS اميد ما قدرت پاسخدهي سلول به        وشمارش سلول   

هاي طحـالي، بـا وجـود         ولي در نظر داشته باشيم كه لنفوسيت      
هـاي پريتـوئن، تـوان بيـشتري در            سل B-1قدرت بقا كمتر از     

 سـازي   IgMدهـد كـه       ها نـشان مـي      يافته.  داشتند IgMتوليد  
هاي پريتوئن حتي در وضعيت بدون محرك نيز بالا بوده            سلول
بـا  . هاي طحال هم هـستيم      د اين قدرت در سلول    هشاما  . است

 طحـال، آنقـدرها كـه انتظـار     Bهـاي   وجود ناخالصي لنفوسيت  

هاي طحالي، تفـاوت بـسيار     سازي لنفوسيتIgMداشتيم توان  
در ابعاد ديگر تحقيـق     . شتهاي پريتوئن ندا     با لنفوسيت  زيادي

هاي طحال، علت بالا بودن       يعني ارزيابي توان حياتي لنفوسيت    
هاي طحال، حـضور تـوام هـر دو     نسبي قدرت حياتي لنفوسيت  

ــود  در مجموعــه لنفوســيتB-2 و B-1گــروه   .هــاي طحــال ب
 B-1 طحال قدرت حياتي بالاتري نـسبت بـه          B-2دانيم كه       مي

  .طحال دارد
 B-1هاي    در اين بررسي عدم جداسازي لنفوسيت      اشكال بزرگ 

ولي باز  . داشت   طحال بود كه هزينه هنگفتي را در برمي        B-2و  
هاي طحال و پريتوئن       سل Bهم تفاوت آشكاري را در مجموعه       

  .داشتيم
 IgMكنيم، كه توليـد       در اينجا اين نكته را مجددا يادآوري مي       

 LPS) mg/ml با توجه به دوز بالاي       LPSطحال توسط محرك    
مـا فقـط    ). 16(هاي طحال اسـت        سل B-1 خاص تحريك ) 50

هـاي     سـل  B-1توانستيم در اين بخـش، بـه تحريـك انتخـابي            
 بايد ،ها بوديم  سلB-2اگر مترصد تحريك . طحالي دست يابيم  

هـاي    داديم كه در آن صورت لنفوسـيت         را كاهش مي   LPSدوز  
B-1 قادر به توليد IgM  نبودندبا اختصاصيت متعدد.    

  
  و تشكردانيقدر

 سركار خـانم    ،از همكاري و مساعدت هميشگي محقق ارجمند      
پـور در برخـي از مراحـل انجـام تحقيـق در               دكتر مژگان بنـده   

آزمايشگاه مركز تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكولي قـدرداني         
  .گردد مي
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