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 Balb/c کشت وتکثیر سلولهای دندریتیک از پیش سازهای مغز استخوان موش

 3جمشید حاجتی، 2معصومه معتمدی ، 1سمانه عرب 
 

  

 چکیده
 با برداشت و پردازش آنتی ژن پاسـخهای         سلولهای دندریتیک 

 ایمنی را آغاز ، جهت دهـی وکنتـرل مـی کننـد ،ایـن سـلولها                
نـوع  (پاسخهای ایمنـی  قابلیت ایجاد وهدایت انواع مختلفی از   

هدف این  .را با توجه به عوامل وپیامهای محیطی دارند         )2 یا   1
مطالعه کـشت ، تکثیـر وبلـوغ سـلولهای دنـدریتیک از پـیش               

بـرای ایـن منظـور      .سازهای مغـز اسـتخوان مـوش مـی باشـد          
سلولهای مغز استخوان را بعد از جداسـازی در محـیط کـشت      

 روزه بـه منظـور      5شت  حاوی سایتوکاین قرار داده و بعد از ک       
  دیواره باکتریهای گرم منفـی      بلوغ، سلولها با لیپو پلی ساکارید     

) (LPS       سـلولها از نظـر بـروز       .و توکسین وبا مواجـه شـدند
نتـایج  .مارکرهای سطحی وتولید سایتوکاین ارزیـابی گردیدنـد       

در بررسـی سـایتوکاین   .داد کـه سـلولهابالغ شـده بودنـد     نشان
 وIL-12 لولها موجب تولید  در محیط کشت سLPSحضور 
با انجام این .  سلولها شدازIL-10 موجب تولید CT حضور 

 روزه سلولهای مغـز اسـتخوان       7مطالعه اثبات شد که با کشت       
موش می توان سلولهای دندریتیک کارآمدی را تولیـد کـرد و            
بااضافه کردن ترکیباتی به محیط کشت سلولهای دندریتیک می        

 2 یـا  1اد کرد کـه پاسـخ مناسـب نـوع        توان سلولهایی را ایج   
  .راالقاء کنند

  
 سلولهای مغز استخوان، کشت ، تکثیـر ،بلـوغ،        : کلیدی کلمات

 سلولهای دندریتیک
 
  
  
  
 کارشناس ارشد ایمونولوژی-1
  کارشناس ارشد ایمونولوژی دانشگاه علوم پزشکی لرستان- 2
  دانشیار ایمونولوژی دانشگاه علوم پزشکی تهران-3

  مقدمه
 ، سلولهای عرضه کننده حرفـه ای آنتـی          1لهای دندریتیک سلو

 هــستند کـه نقــش مهمـی در آغــاز و جهـت دهــی    2ژن بـدن 
سلولهای دندریتیک قابلیت   . ]1[پاسخهای ایمنی ایفاء می کنند    

ایجاد و هدایت انواع مختلفی از پاسخهای ایمنی را با توجه به            
عوامل و پیامهای محیطی دارند و بـر حـسب شـرایط رشـد و               

 را جهــت دهــی 2یــانوع 1بلــوغ مــی تواننــد پاســخهای نــوع 
بدلیل نقش مهم این سلولها از آنها در تهیه واکـسن   .]3و2[کنند

 برای بیماریهای مختلف اعم از سرطانها       3وانجام ایمنی درمانی  
 استفاده  5 و نقص ایمنی   4، آسم وآلرژی ،بیماریهای خود ایمن     

  .]4[می گردد
باید این  در انسانDC ربرای ایجاد واکسن های مبتنی ب

در ابتدا از .سلولها در مقادیر بالا خارج از بدن تهیه کنیم 
سلولهای دندریتیک خون محیطی بعنوان منبع این سلولها 

در این روش ازمحصول لوکوفرز خون محیطی .شد استفاده می
مزیت این روش عدم نیاز به شرایط کشت و . استفاده میشود

ن محدود بودن تعداد سلولهای سایتوکاین است اما مشکل آ
 15/0تا 7/0سلولهای دندریتیک . دندریتیک خون محیطی است

تشکیل می  درصد سلولهای تک هسته ای خون محیطی را
امروزه در اغلب کارآزمایی های بالینی از مونوسیت . ]5[دهند 

های خون محیطی بعنوان منبع تولید سلولهای دندریتیک 
جداسازی  ورت که پس ازبه این ص. استفاده می گردد

محرک کلونی  مونوسیتها ،آنها در حضور سایتوکاینهای فاکتور
) IL4(4اینترلوکین  وGM-CSF )(گرانولوسیت مونوسیت

                                     
1 -Dendritic Cells (DCs) 
2 - Antigen Presenting Cells(APCs) 
3 -Immunotherapy 
4 -Auto Immune Diseases 
5 -Immune Deficiency 
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این .کشت می دهند تا به سلولهای دندریتیک تبدیل شوند
  .]6 [ روز در مطالعات متغیر است9 تا 5روند کشت از 

یتوزی بالایی دارند اما این سلولها نابالغ هستند،قدرت آندوس
را در CD86و CD80و کمک محرک MHC مولکولهای 

-α در حضور عوامل بلوغی مثل.سطح پایینی عرضه می کنند
6TNF،7 ،1 اینترلوکینPGE2 ،8 محیط مشتق از مونوسیت 

 وترکیبات میکروبی مختلف 9،لیپوپلی ساکارید دیواره باکتریها
این سلولها .اد کردمی توان سلولهای دندریتیک بالغ را ایج

 قدرت برداشت آنتی ژنی پایینی دارند ،اما مولکوهای 
MHCکمک محرک را در سطح بالایی عرضه می کنند و  و

شرایط کشت و .را به طرز مناسبی فعال کنندTقادرند سلولهای 
نحوه بلوغ سلولهای دندریتیک نقش مهمی در القاء پاسخ 

 بیشتر مطالعات در.ایمنی مناسب بر ضد تومور بازی می کند
استفاده از سلولهای دندریتیک بالغ بر نابالغ ترجیح داده شده 

زیرا معتقدند سلولهای دندریتیک بالغ قدرت بیشتری در .است
احتمالاً سلولهای نابالغ  تحریک پاسخهای ایمنی دارند و

  .]7[موجب القاء تولرانس می شوند 
 یا در مدلهای موشی از سلولهای پیش ساز مغز استخوان

سلولهای دندریتیک طحال به عنوان منبع سلولها استفاده می 
وشرایط کشت مشابه سلولهای انسانی را باید طی کنند  گردد

]8[ .  
روشهای مختلفی جهت کشت وتکثیر سلولهای دندریتیک از 

مادر مطالعه خود از .مغز استخوان موش در دنیا وجود دارد
یتیک نابالغ و  روزه جهت تولید سلولهای دندر5روش کشت 
روز کشت با مواد بلوغ که شامل لیپوپلی ساکارید 2به دنبال آن 

  10 و سم باکتری ویبریوکلره(LPS)دیواره باکتریها 
(CT)سلولهای دندریتیک کشت داده شده .بود، استفاده کردیم

با این مواد را از نظر بروز مارکرهای سطحی و تولید 
  .سایتوکاین بررسی کردیم

 

                                     
6 -Tumor Necrosis Factor 
7 -Prostaglandin E2 
8 - Monocyte Conditioned Medium(MCM) 
9 - Lipopolysaccharide ( LPS) 
10-Cholera toxin 

  ار کمواد وروش
   حیوانات

ــه 6-8مــاده BALB/C  یموشــهادر ایــن تحقیــق از   هفت
 ایران خریداری گردیده و تـا        که از انستیتو پاستور    استفاده شد 

زمــان انجــام آزمــایش در محــل نگهــداری حیوانــات گــروه  
  .ایمونولوژی دانشگاه تهران نگهداری شدند

  
  جداسازی سلول از مغز استخوان موش 

 غوطه º 70دقیقه در الکل 5 مدت  به کشته شد وموشابتدا  
 مقید کردن حیوان پوست ناحیه  استخوان سپس با . گردیدور

 در شرایط استریل عضله این نواحی  شد وساق و ران کنده
 واستخوانها به الکل منتقل . گردیدکاملاً از استخوان جدا 

و  دقیقه استخوانها با بافر فسفات استریل شستش1-3ظرف 
از این مرحله استخوانها به پلیت استریل  بعد .داده شدند 

قل تمنRPMI 1640  (SIGMA)حاوی محیط کشت 
  با و شد سوراخ 25  آنها با سرسوزن های تدو ان. شدند 
محیط کشت به داخل استخوانها تزریق  سی سی 10سرنگ

 کاملاً  ها تا  استخوانداده شداین کار آنقدر ادامه گردید و 
  دقیقه با دور5 ولی بمدتسوسپانسیون سل. دشدنسفید 

G1500 با استفاده از آب مقطر و بافر . گردید سانتریفوژ
 ر سه باشدند و سلول هاگلبولهای قرمز حذف  10Xفسفات 
 پی پت خارج  و ذرات اضافی باشدند  و دادهشستش
 و % 5تریپان بلو  رنگ سلولها با استفاده  از بقا تعداد و.گردید

  .دشتعیین به کمک هموسیتومتر 
  

  کشت سلولهای دندریتیک
 سلول پیش ساز جدا شده از مغز استخوان موش 5/1-1× 106

BALB/C   محیط کشت محتوی چاهکی 24به پلیت 
(SIGMA)  RPMI 1640  واحد در 100حاوی پنی سلین

میلی گرم در میلی لیتر ، سدیم 100میلی لیتر ، استرپتومایسین 
  شده جنین گاوسرم غیرفعال %10 گرم در لیتر،2بیکربنات 

(GIBCO)واحد 100( نانوگرم 20گلوتامین بهمراه -ال% 1و (
 و GM-CSF (BENDERMED SYSTEM)در میلی لیتر
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 IL-4در میلی لیتر) واحد 100( نانوگرم 5
(BENDERMED SYSTEM) 37 منتقل و در انکوباتور 

روز سوم  .  قرار  داده شد CO25%  و درجه سانتی گراد
وسط پیپتاژ ملایم  جمع آوری گردیدند سلولهای غیر چسبان ت

-GM و به سلولها محیط کشت جدیدبا نصف غلظت اولیه 

CSF,IL-4 میلی 6 در  5× 106 سلول ها باغلظت. شداضافه 
در روز پنجم . چاهکی منتقل شدند6محیط به پلیت های لیتر 

ی جمع ژسلولهای جهت بررسی فنوتایپ سلولی و مرفولو
  .گردیدندآوری 

  
  ولهای دندریتیک بالغتولید سل

 میکروگـرم در میلـی      1  سلول 106 به ازای هر     ،روز پنجم  در  
 میکروگـرم  1و SIGMA)LPS (CAT. NO: L-6526 لیتر

 BIOMOL RESEARCH)توکـسین ویـا    در میلـی لیتـر  

LAB) سـاعت  سـلولهای      48 بعد از سپری شدن      .شد  اضافه 
دندریتیک بالغ جهـت ارزیـابی مرفولـوژی وفنوتایـپ  جمـع             

  .گردیدندوری آ
  

  ارزیابی فنوتایپ سلولهای دندریتیک بالغ ونابالغ
یپ سلولهای دندریتیک توسط فلوسایتومتری با استفاده افنوت

 CD11 C: از آنتی بادیهای مونوکلونال کنژوگه شامل

PE,MHCII FITC,CD80 FITC,CD86 FITC,CD40 
FITCوایزوتایپ کنترل )BD PHARMINGEN ( در روز 

 جهت انجام تست ، سلولهای دندریتیک .د تعیین ش7 و5
و سلولهای ) سلولهای دندریتیک روزهای پنجم(نابالغ 

جمع ) سلولهای دندریتیک روزهای هفتم(دندریتیک بالغ شده 
 لوله برای ایزوتایپ کنترل 3 لوله برای تست و5.آوری گردید

 سلول اضافه و لوله ها در 105انتخاب گردید و به هر لوله 
 میکرولیتر  از آنتی بادیهای 1.خ قرار داده شدندظرف حاوی ی

 دقیقه در 30-45کونژوگه به لوله اضافه کرده وبه مدت 
تاریکی وسرما قرار گرفت  بعد از این مدت لوله ها با 

درجه سانتی 5 دقیقه در دمای  5 -10 به مدت G1500دور
سپس  .گراد سانتریفوژشده و مایع رویی کاملاٌ خالی گردید

 5/0 بار شستشه شده ودر خاتمه 2با بافر فسفات سلول ها 
در صورتی که ( میلی لیتر بافرفسفات ویا محلول فیکس کننده 

اضافه شد ونتایج  با ) بخواهیم روز بعد  نتایج را قرائت کنیم 
نتایج حاصله با استفاده از نرم افزار .دستگاه قرائت گردید

WINMDIورد بررسی قرار گرفتم.  
  

تولید شده توسط سـلولهای      سایتو کاین های  ارزیابی میزان   
 دندریتیک

هفـتم جمـع    پنجم و   سوپ رویی سلولهای دندریتیک در روز       
با اسـتفاده از کیـت      12و10میزان تولید اینترلوکین     آوری شد و  

ــزالاا ــابی شــد)BENDER MEDSYSTEMS( 11ی .  ارزی
 غلظـت  گردیـد و  تمام نمونه هـا بـصورت سـه تـایی انجـام     

وبرحسب پیکوگرم در   د  اس منحنی استاندار  براسسایتوکاین ها   
  .ندمیلی لیتر گزارش شد

.  
  روش تجزیه وتحلیل داده ها

   توصیف داده ها با جدول ونمودار)1 
   12با استفاده از آزمون آنووا متغیر ها ارتباط تعیین)2

  نتایج
   بررسی مارکر های سطحی سلولهای دندریتیک-1

 واجه شده با روزه وسلولهای م5 از کشت حاصلسلولهای 

LPSو CT باآنتی بادیهای مونوکلونال مربوطه رنگ آ میزی
از نظر بروز مارکرهای سطحی  فلوسایتومتربا دستگاه شده و

ی مختلف از بروز مارکرها 1 شکل .بررسی شدند
 بر CD86,CD11C MHC-II, CD80,CD40,جمله

سطح سلولهای دندریتیک در روز پنجم و هفتم کشت را نشان 
 که مارکر اختصاصی سلولهای CD11Cمارکر.. می دهد

 5کشت سلولهای  درصد 70 سطح دندریتیک می باشد ،بر
 MHCبروز مارکرهای.ه است روزه عرضه شد 7روزه و

 که مارکرهای بلوغ CD80 وCD86، CD40،کلاس دو 

                                     
11 -ELISA 
12 -ANOVA 
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در مقایسه LPS-DC در گروه سلولهای دندریتیک می باشند،
 5( نابالغDC ت به کمی بالاتر بوداما نسبCT-DC گروه با 

  .ندبالاتر بود هر دو گروه )روزه
  )الف( 

 
 )ب(

            
        

 
   

CT 
 

 
                 CD80                CD 86 

 

 
LPS        MHCII                 CD40  
                  

روی سـطح سـلولهای دنـدریتیک در        CD11C بـروز مـارکر    .1شکل  
  وبروز مارکرهای بلوغ)الف (ه با ایزوتایپ کنترلمقایس

 MHC-II, CD80, CD86.CD40  بر روی سلولهای ندریتیک بالغ
  )قرمز(در مقایسه با نابالغ) سفید(
  

   تولید سایتوکاین توسط سلولهای دندریتیک-2
روزه ســلولهای 7روزه و 5محلــول رویــی حاصــل از کــشت  

 IL-12این هـای    دندریتیک جمع آوری واز نظر تولید سایتوک      
بعداز بررسـی   .  با استفاده از روش  الیزا بررسی شد        IL-10و  

، میــزان تولیــد ایــن ســایتوکاین هــا )OD13(جــذب نــوری 
  .برحسب پیکوگرم در میلی لیتر محاسبه شد

  
 (IL12)12 اینترلوکین -1-2

 در IL-12  نشان داده شده تولید2همانطور که در شکل
 نسبت به سلولهای  LPSسلولهای دندریتیک مواجه شده با

 به طور معنی  CTدندریتیک نابالغ و سلولهای مواجه شده با
  . بالاتر بود(P<0.05)داری 
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ازسـلولهای دنـدریتیک نابـالغ و     IL-12 میـزان تولیـد  .2شـکل 

 CTو LPSسلولهای دندریتیک مواجه شده با
 (IL-10)10اینترلوکین-2-2

 در IL-10  نشان داده شده تولید3همانطور که در شکل
 نسبت به سلولهای  CTسلولهای دندریتیک مواجه شده با

 به طور معنی  LPSدندریتیک نابالغ و سلولهای مواجه شده با
 به  LPSسلولهای مواجه شده با.  بالاتر بود(P<0.05)داری 

 از تمام گروهها بجز سلولهای (P<0.05)طرز معنی داری
 . پایینتری تولید کرده بودندIL-10تنها مقدار 

                                     
13 -optical dencity 
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ازسـلولهای دنـدریتیک نابـالغ و     IL-10 میـزان تولیـد  .3شـکل 

  CTو LPSسلولهای دندریتیک مواجه شده با
  
  بحث 

سلولهای دندریتیک قابلیت ایجاد وهدایت انواع مختلفی از 
پاسخهای ایمنی را با توجه به عوامل وپیامهای محیطی دارند و 

 1وع ن توانند پاسخهای ایمنییبرحسب شرایط رشد وبلوغ م
 و ]9[  که در ایمنی ضد توموری،]2[ را جهت دهی کنند2  یا

 و در درمان ]10[ 1 نوعپاسخهایآلرژی  در درمان آسم و
بسیار موثر  ]11[ 2بیماریهای خود ایمن پاسخهای نوع 

  .وکارآمد می باشند 
در این مطالعه هدف ،تولید سلولهای دندریتیک از پیش 

ها با موادمختلف،بررسی سازهای مغز استخوان موش ،بلوغ آن
  .وضعیت فنوتیپی و تولید سایتوکاین توسط این سلولها بود

دربررسی فنوتایپ سلولها با استفاده از تکنیک فلوسایتومتری 
نتایج حاصله از مطالعه نشان داد که مورد استفاده موجب 

 CD80,CD86  MHCII,CD40بروزمولکولهای افزایش
یجه طبیعی این امر بلوغ نت.برسطح سلولهای دندریتیک میشود

ژنی این  سلولهای دندریتیک و افزایش توان عرضه آنتی 
  .سلولها خواهد بود

همانطور که ذکر شد سلولهای دندریتیک با تولید 
سایتوکاینهای مختلف پاسخهای ایمنی را هدایت می کنند به 

 TH1)  (1این صورت که برای ایجاد وتداوم پاسخ تیپ 

 وبرای القاء IL18   وIL12   مانندتولید سایتوکاین هایی
 از سلولهای IL4,IL-10تولید (TH2) 2پاسخهای تیپ 

در این مطالعه بلوغ سلولهای  .]12[دندریتیک الزامی است 
موجب تولید مقادیر بالایی از LPS دندریتیک با استفاده از 

IL-12توسط سلولها شد  . IL12 مهمترین سایتوکاین در
به شمار می رود TH1 به سمت جهت دهی پاسخهای ایمنی

این . و مهمترین منبع تولید آن سلولهای دندریتیک فعال هستند
 موجب تحریک NK وT سایتوکاین با تحریک  سلولهای 

 IL-12   نیز در همراهی باIL-18 . می شود IFN-Γ تولید  
  .]13[می کند  نقش مهمی ایفاء  TH1در القاء پاسخ 

 LPS 414تول نوع از طریق گیرنده های شبه(TLR-4) 
توسط سلولهای دندریتیک شناسایی می شود و این شناسایی 

 ,IL-12موجب بلوغ این سلولها ،ترشح سایتوکاینهایی مانند 
IL18 و جهت دهی پاسخ ایمنی به سمت پاسخهایTH1 می
  .]15و14[شود 

بعنوان یک سایتوکاین ضد التهابی عمل IL-10 در مقابل 
  به رشد وتوسعه TH1خ کرده و از طریق سرکوب پاس

TH2کمک می کند . IL-10 از تولیدIFN-Γو TNF-Α 
در این مطالعه . ]16[توسط سلولهای ایمنی جلوگیری می کند

 موجب تولید مقادیر بالایی CT مواجه سلولهای دندریتیک با 
IL-10از این سلولها شد.  

مطالعات زیادی نشان داده است که سم وبا عامل القای بلوغ 
های دندریتیک وقادر به جهت دهی پاسخ ایمنی به در سلول

همچنین .]17[است TH2سمت ایجاد سلولهای تنظیمی یا 
 12سم وبا موجب ممانعت از بروز گیرنده های اینترلوکین 

تاثیر این سم بر تولید اینترلوکین .می شوTبرسطح سلولهای 
وگیرنده های آن به عنوان یکی از دلایل اصلی ممانعت از 12

  .]18 [در نظر گرفته شده استTH1پاسخ های بروز 
 روزه 7با انجام این مطالعه اثبات شد که با کشت در نهایت 

سلولهای مغز استخوان موش می توان سلولهای دندریتیک 
کارآمدی را تولید کرد و بااضافه کردن ترکیباتی به محیط 
کشت سلولهای دندریتیک می توان سلولهایی را ایجاد کرد که 

                                     
14 -Toll Lik Receptors 



  
  ...    کشت وتکثیر سلولهای دندریتیک از پیش         
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 راتولید کنند و با 2 یا 1اینهای القاء کننده پاسخ نوع سایتوک
کار کارایی ایمونوتراپی را بر علیه بیماریهای مختلف وبه  این

  .ویژه انواع سرطانها را تقویت نمود
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