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 استخوان مغز یهاسلول از نابالغ دندریتیک یهاسلول کشت سازیینهبه
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 یدهچک
 علتها به سلول ینو کشت ا یجداساز اما ؛دارند یتاهم یارواکسن بس بارۀدر یقاتتحق ینو همچن یهدر مطالعات پا یتیکدندر یهاسلول :مقدمه

 بازدهی افزایش در مؤثر واملع از برخی به پژوهش، این در ندارد، وجود استانداردی روش اینکه به توجه با. روبروست ییهاچالش با ،هابافت در اندک تعداد
 .استشده پرداخته BALB/cاز مغز استخوان موش  یتیکدندر یهاسلول جداسازی

ها سلول از نیمی وم،س روزدر  ،GM-CSF سایتوکاین با یجوارهم و تیبیا و فمور از استخوان مغز یهاسلول یپس از جداساز ها:روش و مواد

 همچنین وها سلول بقای هفتم، و پنجم در روزهای. شد استفادهها سلول یکتحر یبرا CpG اولیگونوکلئوتید از ،در روز پنجم وداده  انتقال جدید پلیت به
 .یدگرد یبررس یتومتریبا فلوسا CD86و  CD11C، MHC-II یپیفنوت یهاشاخص

 سبب( P<0.05) داریطور معنبه نابالغ، یهاسلول کشت مراحل در اندوتوکسین حضور مطالعه مشخص شد که یندر ا :پژوهش هاییافته

 بالا بازدهی و بیشتر بقای سبب غیرچسبنده هایپلیت در سلول میلیون یک از کمتر تعداد این، بر علاوه. شودیم دندریتیک یهاسلول بازیابی کاهش
 معرفی آن از ناشی مرگ و دندریتیک یهاسلول سزودر بلوغ از جلوگیری برای راهکاریعنوان به هم جدید پلیت به سوم روز درها سلول انتقال. گرددیم

در روز هفتم استفاده کرد.  CpG یگونوکلئوتیدولاز ا Th1 یرمس یالقا یبرا توانیم ،GM-CSFنابالغ در مجاورت  یهاسلول به یابیدست از پس. شد
 کار گرفته شود.هب GM-CSFبا  یماربلوغ پس از ت یاعنوان محرک در القبه تواندیم CpGبا کنترل نشان داد که ( P<0.05) دارنااختلاف مع

 .داردها سلول این ازیابیب بازدهی در مهمی نقش کشت، مختلف شرایطبه لحاظ  دندریتیک یهاکشت سلول سازیینهبه :گیرینتیجهو  بحث
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 مقدمه

 یهاکنندهعرضه از گروهی دندریتیک یهاسلول
 همۀ در نابالغ صورتبه که هستند ژنیآنت تخصصی

 دریافت مسئول و دارند حضور محیطی یهابافت
 به هاآن عرضۀ و عفونت هنگامه ب بیگانه هایژنیآنت

 یهابافت در استراحت حال در لنفوسیت یهاسلول
 الگوهای با برخورد به دنبال. هستند ثانویه لنفاوی

 یهامولکول یا( AMP) پاتوژن به وابسته مولکولی
 هاییتوکاینو تماس با سا( DAMP) یبافت یبآس
 ییتوانا ،CD40/CD40Lو واکنش متقابل  یالتهابیشپ

 یاصل یبافت یسازگار ۀدر مجموع ژنییآنت ۀعرض
(MHC )با بالغ یهاسلول یت،درنها .یابدیم یشافزا 

 را هاآنپاسخ  ،T هاییتلنفوس به ژنیآنت ۀعرض
 ،1973 سال در .(1) کنندمی دارجهت و تحریک

Steinman  وCohen ییشناسارا  دندریتیک یهاسلول 
 برای متعددی یهاپروتکل ،و از آن پس (2) کردند

 تنیبرون شرایط در هاسلول این کشت و جداسازی
 ،آمدهدستبه هاییشرفتپ به دنبال. است شدهیبررس
در  نیرومندیابزار  عنوانبهاکنون  هاسلول این

 ،مطرح هستند (4)واکسن  یو طراح (3) یمونوتراپیا
 یدرمان یهاواکسن یطراح بارۀدر یقاتتحق کهیطوربه

به  ،2010واکسن در سال  ینو اول یافته فراوانیگسترش 
 علتبه است.  یدهرس یکاآمر یغذا و دارو سازمان ییدتأ
که در  یتیاهم و هاسلول این فردبهمنحصر هاییژگیو

اصول کار در  ،و واکسن دارند ییدارو گوناگون یقاتتحق
 ایجاب را الزاماتی هاسلول ینبا ا یشگاهیآزما یطشرا

 .کندیم
 مغز یهاسلول از دندریتیک یهاسلول ۀتهی

 مجاورت در روزه چندین کشت روشه ب موش استخوان
 یتـــمونوس-یتولوســـگران-کلونی رکـــمح فاکتور

(GM-CSF)، یا (5) ییتنهابه GM-CSF همراه هب 
 یپوبلوغ با استفاده از ل یو سپس القا (6 ،7) 4-ینترلوکینا

 ینترمتداول ی،گرم منف یباکتر (LPS) یدساکاریپل
 ؛است ارزشمند سلولی گروه این به یابیدست برای روش

 غلظت به حاصل دندریتیک یهاسلول فنوتیپ اما
 موش گونۀ نظیر عواملی به و شدهاستفاده هایسایتوکان

 مغز جداسازی نحوۀ موش، جنس و سن ،شدهاستفاده
 و آن ۀکنندغنی سرم و کشت محیط شرایط استخوان،

 بازدهی بر که دارد بستگی کشت مدت طول همچنین
 تأثیر استخوان مغز یهاسلول از هاسلول این بازیابی

 یاستاندارد کاملاً روش علت، همین به ؛(8) گذاردیم
 در و ندارد وجود دندریتیک یهاسلول کشت برای

 کار روش در بسیاری یهاتفاوت ،تنیبرون مطالعات
 Lutz (9) یمیکه بر اساس دو روش قد شودیم مشاهده

 دین سبب،ب ؛است یجادشدها یییراتتغ Inaba (10)و 
 ملزوماتی نیازمند بالا بازدهی با نابالغ یهاسلول کشت
 فراوان دارد. یتاهم هاآن شناخت که است

 یطشرا یتنشان دادن اهم ،رو پیش ۀمطالع از هدف
 برای( ین)اندوتوکس یدساکاریپل یپواز ل یو عار ینهبه

 افزایش و موش استخوان مغز یهاسلول استخراج
نابالغ  یهاسلول ۀتهی و هاسلول این کشت بازدهی

-تحلیلی پژوهش یک صورتبهاست که  یتیکیدندر
 یهاسلول ،منظور این برای. است شدهیطراح ایمداخله

 یهاروشبر اساس  BALB/cمغز استخوان موش 
 یهالولـــس بازیابی بازدهیو  یاستاندارد جداساز

از مراحل کشت  LPSاز حذف  پسو  پیش ،یتیکدندر
روش ه ب BALB/cنابالغ مغز استخوان موش  یهاسلول
 یتیکیدندر یهاشاخصو با استفاده از  یتومتریفلوس

CD11C، MHC-II  وCD86 همچنین ؛شد یسهمقا 
 به هاسلول انتقال و کشت در هاسلول تعداد سازیینهبه

 یبرا عاملی عنوانبه ،کشت حین در جدید هایپلیت
 ،در ادامه .گردید ینابالغ معرف یهاسلول ۀینبه یابیباز

 ۀیرندـــگ به که CpG یگونوکلئوتیداستفاده از اول
 (Toll Like Receptor-9/TLR-9) 9-تولهـــشب

 LPS یبرا یمناسب یگزینجا عنوانبه ،شودیممتصل 
 عنوانبه تواندیم که شد معرفی بلوغ محرک عنوانبه

 کنار در دندریتیک یهاسلول کشت در مثبت کنترل
 کافی به مدت هاسلول و گردد استفاده اصلی یهامحرک

 دادن دست از خطر و مانندیم باقی زنده کشت در
 .رسدیم کمترین میزان به کنترل یهاسلول

 هاروش ومواد  
 لیزکنندۀ بافر: اندوتوکسین از عاری طــشرای
 ،HEPES بافر ،(ACK) مــــاسیـــپت-کلرید-آمونیوم

 موردنیاز درصد 70 الکل و گلوتامین-ال جنتامایسین،
 استریل تزریقی مقطر آب با هااستخوان شستشوی برای
 به متعلق کاررفتهبه پودرهای و هانمک همۀ) شد تهیه
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 با( FBS) گاوی جنین سرم(. است بوده سیگما شرکت
 RPMI کشت محیط و 1EU/ml از کمتر اندوتوکسین

 فسفات بافر و گردید فراهم biowest شرکت از مایع
 استفاده( biowest) تجاری مایع صورتبه( PBS) نمکی

 کشت هایطـــمحی و کشت در کاررفتهبه مواد. شد
 استریل( Sartorius) سرسرنگی فیلترهای با شده،غنی

 02/0 فیلتر از پیروژن فاقد آب ۀتهی برای. گردید
 سازیمحلول برای. شد استفاده( Millipore) میکرونی

 تزریقی مقطر آبGM-CSF (Peprotech ) سایتوکاین
-BSA( )Sigma) گاوی سرم آلبومین درصد 1/0 حاوی

low LPS) محلول همچنین ؛رفتکار به 
 CpG (Murine ODN-1826 نوکلئوتیدهایاولیگو

biomatik )و non-CpG (Biomatik) مقطر آب در 
 مصرف از پیش ایشیشه وسایل همۀ. شد تهیه تزریقی

 فور، در C 180°دمای با مرحله دو در و شسته اسید با
 سمپلرها جراحی، ابزار ازجمله وسایل همۀ. شدند استریل

( ExtraGENE) اندوتوکسین از عاری سمپلرهایسر و
 اشعه اثر تحت بیولوژیک هود زیر در ،دقیقه 45 مدت به

UV گرفتند قرار. 
 :نگهداری شرایط و شدهآزمایش یهاموش

 یرانپاستور ا یتواز انست BALB/c ایهفته 6 یهاموش
 ساعت 12) استاندارد شرایط با ،خانهیوانو در ح یداریخر
 ینگهدار یشآزما از پیش تا( خاموشی ساعت 12 -نور
 یتۀکم ییدمورد تأ کاررفتهبه هایپروتکل همۀ. یدگرد

 :بوده است )کد مصوب یرانپاستور ا یتواخلاق انست
IP.PII.REC.1395.99). 

 ینا در :موش استخوان مغز از سلول جداسازی
با  Inaba (10)و  Lutz (5) هایدستورالعملاز  پژوهش،

منظور در هر  ینا هب. شد فادهاستمناسب  ییراتتغ
 به ایهفته BALB/c 8-6دو موش  یا یک ،دورکاری

 یبیافمور و ت هایاستخوان. گردید نخاعی اخلاقی روش
 ،یلو گاز استر یجراح یغبا ت و جداموش  یاز هر دو پا

 1-2 مدت به هااستخوان. گشت سازیپاک یچهماه
سپس  ؛شدند یضدعفون درصد 70در داخل الکل  ،یقهدق

 یطبه مح ،نهایتدرو  دادهشستشو  یلاستر PBSدر 
RPMI-1640 با شدهغنی FBS 5 ،درصد HEPES 

(mM10 ،)ینـــگلوتام-ال (mM2 ،)امایسینــــجنت 
(µg/mL100)  اپتواتانولـــمرک بتاو (µM50 )منتقل 

 در فمور هایاستخوان سر دو بعد، مرحلۀ در. گردیدند
 راخسو 23 گاژ با سوزن سر با استریل دیش پتری یک
 فشار با و سرنگ توسط استریل کشت محیط cc5و  هشد
در  هااستخوان مغز و تزریق استخوان مجرای داخل به

( یخ یظرف حاو روی بر) یلفالکون استر یکداخل 
به  یبیات هایاستخوان دوسر همچنین ؛گردید آوریجمع

 cc5 یقو مغز استخوان با تزرشد  دادهبرش  یآهستگ
. گردید تخلیه فالکون داخل به استریل کشت محیط

و با  یقهدق 7 مدت به آمدهدستبه سلولی سوسپانسیون
 یک. شد سانتریفوژ C 4°دمای در rpm 1500سرعت 

 ،Cl4NH مولاریلیم ACK (155 لیزکنندۀ بافر لیترمیلی
( EDTA2Na مولاریمیل 3KHCO، 110 مولارمیلی 10

با اضافه کردن  ،یقهدق 2 از اضافه و پس یسلول وببه رس
 ACKبافر  ،FBS درصد 5با  شدهغنی RPMI یطمح
 محیط. گردید سانتریفوژ دوباره سلول حاوی ۀلول و یخنث

 RPMI یطمح لیترمیلی یک در هاسلول و خارج رویی
و شمارش  یونسوسپانس FBS درصد 10با  شدهغنی

 شدند.
 :بلوغ یالقا و نابالغ دندریتیک یهاسلول ۀتهی

 non-treatedخانه -6 پلیتمغز استخوان در  یهاسلول
(Jetbiofil) کشت  یطمح لیترمیلیدو  یحاوRPMI-

 ینگلوتام-الHEPES (mM10 ،)با  شدهغنی 1640
(mM2 ،)جنتامایسین (µg/mL100،) FBS 10 ،درصد 

در  ng/mL20 GM-CSF( و µM50بتا مرکاپتواتانول )

. پس از گردیدند کشت 2CO درصد 5 و C°37انکوباتور 
 یک و پیپتاژبار  1-2هر چاهک  یمحتو ،سه روز

منتقل شد  یدجد non-treatedخانه -6 یتبه پل لیترمیلی
 GM-CSF یکامل حاو یطمح لیترمیلی یک دوبارهو 
(ng/mL20 )یدجد یتپل هایچاهک محتویات به ،نیز 

 ،پنجم روز در(. ng/mL10 یی)غلظت نها گردیداضافه 
 با ،سلولی فنوتیپ سیربر برای هاسلول از بخشی

بلوغ در  یالقا ی. براشد آوریجمع فلوسیتومتری
با  هاسلول پنجم روز در دندریتیک، هایسلول

بلوغ  محرک عنوانبه CpG یگونوکلئوتیدهایاول
(T*C*C*A*T*G*A*C*G*T*T*C*C*T*G

*A*C*G*T و )non-CpG کنترل وانـــعنبه 
(TCCAGGACTTCTCTCAGG)، دو در 

 این به. گردیدند تحریک µg/ml 10و µg/ml 5غلظت
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 و CpG یاوـــــح یطاز مح لیترمیلی یک ،منظور
non-CpG  ییو با غلظت نها یهمناسب تهبا غلظت 

µg/ml10  وµg/ml5، طوربهمربوطه  هایچاهک به 
 هاسلول از بخشیبلوغ  ،جداگانه اضافه شد. در روز هفتم

 آوریجمع فلوسیتومتری با سلولی فنوتیپ سیربر برای
 .یددگر

 :فلوسایتومتری روش با هاسلول یپفنوت یابیارز
 در کشت هایپلیت از هاسلول فنوتیپ، بررسی برای
با دور  یقهدق 5و  یآورجمع یتومتریفلوس یهالوله

rpm1700 شستشو از پس. شد سانتریفوژ محیط دمای و 
 نوع به بسته هاسلول ،PBS-1%FBS نمکی بافر با

 CD11Cضد  هایبادییآنت از کافی مقادیر با مطالعه،
 FITC (eBioscience)، MHC-IIژوگه با ــــکون

کونژوگه با  CD86( و eBioscience) PEکونژوگه با 
PE-Cy5 (eBioscience،) در  یقهدق 30 دتــبه م

مجدد  یشستشو. پس از گردیدند یزیآمرنگ C 4°یدما
 یادشدهدر بافر  یرسوب سلول ،PBS-1%FBSبا بافر 

 یتومتریو با استفاده از دستگاه فلوسا گشته یونسوسپانس
CyFlow (Partec-Germany)، یهاسلول تیپفنو 

 افزارنرم با اطلاعات. شد یبررس بالغ و نابالغ یتیکرندد
FlowJo vol.7.6 (Tree Star-USA) یزو آنال یبررس 

 .گردید
 بررسی برای آماری هایتحلیل :آماری یهاآزمون

 یهاسلول سطح بر بلوغ یهاشاخص بروز میزان
 t-testبا استفاده از  گوناگون، یطدر شرا یتیکدندر

مربوط به دو تکرار در  شدهارائه یجنتا و صورت گرفته
 مراحل مختلف بوده است.

 پژوهش هاییافته

 در نابالغ دندریتیک یهاسلول بازدهی بررسی
 ۀازجمل اندوتوکسین :اندوتوکسین بدون شرایط

 مناسب هاییرندهگ داشتن علتبه  که است ییهامولکول
 این یسازفعال به ،دندریتیک یهاسلول سطح در

 اصلی یهاشاخص از یکی. شودیم منجر بلوغ و هاسلول
 یاست که برا MHC-II یهامولکول ،هاسلول این

 افزایش سبب اندوتوکسین حذف. رودیمکار هب ییشناسا
 روز در ،دندریتیکی نابالغ ۀزند یهاسلول بازده چشمگیر

اخص ــکه با ش شودیم سلول کشت از پس پنجم
MHC-II شکل در که گونههماناست.  یابیقابل ارز 

نابالغ  یتیکدندر یهاسلول ،شودیم مشاهده 1 شمارۀ
)+C11CD( از  ینهبه یرغ یطدر شرا ،در روز پنجم کشت

 یهامولکولاز  یاندک یاربس یزانم ین،نظر اندوتوکس
MHC-II  پس از حذف  کهیدرحال ،کنندیم بیانرا

 افزایش زنده یهاسلولاز مراحل مختلف، درصد  یروژنپ
مشاهده  MHC-II یهامولکول از بالایی بیان و یابدمی

 در اندوتوکسین که شرایطی در ،بهتر به عبارت. شودیم
 و کشت محیط ویژهبه مصرفی گوناگون مواد

 یهاسلول تولید بازدهی دارد، وجود آن هاییافزودن
 است اندک بسیار استخوان مغز یهاسلول کشت از نابالغ

و  شوندمیاز موعد بالغ  یشپ ،LPS حضوردر  هاسلول و
 ،یناز اندوتوکس یعار یطشرا یت. رعاروندیم یناز ب

 ،دهدیم افزایش شدتبه را نابالغ یهاسلول تولید بازدهی
از مراحل کشت، درصد  LPSاز حذف  پس کهیطوربه

 یمعنادار طوربه II-MHC/+C11CD+ یهاسلول
 .یابدیم یشافزا

 یهاسلول تعداددر کشت:  هاسلول تعداد سازیینهبه
 زنده در مهم بسیار عوامل از ،پلیت در شدهداده کشت
 در هاسلول افزایش و است دندریتیک یهاسلول ماندن

 هاسلول زودهنگام یروممرگ به ،مشخص فضای یک
 کشت سلول تعداد رابطۀ، 2 شمارۀ شکل. شودیم منجر
 در. دهدیم نشان را سلولی یروممرگ میزان و شدهداده
 8×510 تعداد متعدد، هاییبررس از پس پژوهش، این

 داده تشخیص مناسب بعدی مراحل انجام برای سلول
 زنده، یهاسلول تعداد افزایش با ،حالت این در. شد

شاخص  کنندۀیانبنابالغ  یتیکدندر یهاسلول بازدهی
CD11C یانب ،یابدیم یشافرا درصد 50از  یشبه ب 
MHC-II شاخص بلوغ  یانبالاست و بCD86  به

که با  یابدیمنمودارها کاهش  یبر رو 1-10 ۀمحدود
نشان  89/3معادل  (MFI)شدت فلورسنت  یانگینم

مولکول بر سطح  یناندک ا یاناست و نشان از ب شدهداده
 (.3 شمارۀ )شکل نابالغ دارد یهاسلول

 مراحل در: کشت سوم روز در پلیت تعویض تأثیر
 به آن تبدیل و استخوان مغز هایسلول جداسازی

 کشت محیط از مقداری ،متداول طوربه ،نابالغ هایسلول
 حاوی ۀتاز کشت محیط ،آن معادل و آوریجمع

 شد داده نشان مطالعه این در. شودمی اضافه سایتوکاین
 اول پلیت از هاسلول از بخشی ،مرحله این در چنانچه که
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 از کمتری درصد ،شود داده انتقال دیگری پلیت به کشت
 شوندمی خودیخودبه و زودرس بلوغ دچار هاسلول
 در بلوغ هایشاخص کمتر بیان با که( 4 شمارۀ )شکل

 دوم پلیت به شدهمنتقل هایسلول در ،پنجم روز
 در که ستا حالی در این(. Q2 ۀی)ناح شودمی مشخص

 Q2 یۀبلوغ ناخواسته در ناح هایشاخص بیان ،اول پلیت

(. درصد 69 برابردر  درصد 94دوم است ) یتاز پل یشترب
 ،)86CD+(توجه شود  3FLمحور  یبر رو MFIاگر به 

 ۀ)در محدود را یینپا MFIدوم  تــیدر پل هالولـــس
 ینا ،اول یتدر پل کهدرحالی ،دهندمی( نشان 10-1

شده  کشیده نمودار یبر رو 10-100 یۀمحدوده به ناح
است.

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

 

 یهامولکولمربوط به  FL1 ؛LPSاز حذف  پس. Bاز حذف و  پیش. A ؛یتیکدندر یهاسلولکشت  یطدر شرا LPS یر. تأث1 ۀشکل شمار

CD11C  وFL2 به  مربوطMHC-II ۀیاست. ناح R1 نمودار. دهدیم نمایش را زنده یهاسلول C، و  پیش یطدر شرا اختلاف 

 اختلاف عنوانبه P<0.05. دکنیم بیانرا  +MHC-IIو  +CD11C ۀاز نظر تعداد سلول زند LPSاز حذف  پس

 است. شدهگرفته در نظر دارامعن 

 

 
 

  درصد و پلیت در شدهیمتقس ۀاولی سلول تعداد جدولخانه. -6 کشت پلیت در زنده سلول تعداد مقایسۀ. 2 ۀشمار شکل

 هستند. یدو بار تکرار کار ۀیند. نمودارها نمادهدیم نشان را( R1 ۀناحی) کشت از پس پنجم روز در زنده یهاسلول

 

A B C 

D E 

R1 = 51% A. 8 x 105 

R1 = 38% B. 2 x 106 

R1 = 30% C. 5 x 106 

R1 = 20% D. 10 x 106 

R1 = 16% E. 15 x 106 

R1= 13% F. 20 x 106 
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 سلول 8×510 با استفاده از 86CDو شاخص بلوغ  C11CD یتیکیشاخص دندر ،II-MHC یانتعداد سلول زنده، ب یت. وضع3 ۀشمار شکل

 
 
 

 
 

 

 
 

 

 

 
 
 

 یهاسلول یت. وضعB و اول پلیت در هاسلول وضعیت .A ؛پنجمدر روز  یتیکدندر یهاسلولبلوغ  یهاشاخص یتوضع ۀمقایس. 4 ۀشکل شمار

بر  Q2 یۀ. ناحدهدیم نشان را CD11C+ (FL1) یتیکدندر یهاسلول R2 یۀ(. ناحکشت از پس سومدوم )در روز  یتپل به شدهداده انتقال

 هستند. یدو بار تکرار کار ۀیند. نمودارها نمادکنیم بیانرا  +CD11C+/CD86زنده  یهاسلول ،یفسوم هر رد ینمودارها یرو

 
 

 آشکار نتایج از :دندریتیک یهاسلول در بلوغ یالقا
 نظر از چه سلول کشت، از پس پنجم روز در که شد

گرد و زنده( و چه از نظر  هایسلول) میکروسکوپی
و  MHC-IIو  CD11c یبالا یر)مقاد یتومتریفلوس
سلول  یحکامل و صح یلپروفا ،(CD86 یینپا یرمقاد
 ۀبالقو یرتأث ینکهنابالغ را دارد. با توجه به ا یتیکدندر

LPS  بلوغ  یالقا صورتهبکشت  گوناگوندر مراحل
 یمارت ،، در ادامهگردیدمحرز  زودهنگامزودرس و مرگ 

-non و بلوغ محرک عنوانبه CpG یگونوکلئوتیدبا اول

CpG غلظت دو در کنترل عنوانبهµg/ml 5  وµg/ml 

. استفاده از انجام شد( اولیگونوکلئوتیدهردو  ی)برا 10
 یانب یشبه افزا چشمگیریبه شکل  CpGمحرک 

نسبت به غلظت مشابه از  CD86شاخص 
که  گردیدمنجر کنترل  non-CpG اولیگونوکلئوتید

در اثر برخورد با  یتیکدندر هایسلول بلوغ ۀدهندنشان

CpG  .مشاهده  5 شمارۀ که در شکل گونههماناست
 ،non-CpG یگونوکلئوتیدبا اول یکپس از تحر ،شودمی
شاخص  یینپا یانتجمع دارد )ب R2 یۀدر ناح یسلول ۀتود

CD86 ،)یگونوکلئوتیدبا اول یکپس از تحر کهدرحالی 
CpG، شاخص بلوغ و انتقال  یاندر ب چشمگیری یشافزا

 توجهقابل ۀ. نکتشودمی یدهد R3 یۀبه ناح یسلول ۀتود
به  µg/mL5از  CpGغلظت  یشاست که با افزا ینا

µg/mL10، شاخص  یانب یزانمCD86 یشافزا 

با  یکپس از تحر ینهمچن ؛دهدنمی نشان شدیدی
 بالغ هاسلول از ایعمدهبخش  ،CpG یگونوکلئوتیداول

 یسازقادر به بالغ non-CpGکنترل  کهدرحالی ،اندشده
 ،6 شمارۀ شکلنبوده است.  هاسلولاز  فراوانیبخش 

 non-CpGو  CpG یگونوکلئوتیدبا اول یکاختلاف تحر
 یانرا بر اساس ب µg/mL 10و µg/mL5 هایغلظتدر 

 .دهدمینشان  CD86شاخص بلوغ 
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مربوط به  A ؛TLR-9رسپتور  یستنابالغ با اگون یهاسلول یکبلوغ در روز هفتم پس از تحر یتوضع یتومتریکفلوس بررسی. 5 ۀشمارشکل 

  non-CpG، FL1و کنترل  CpGاز محرک  µg/mL 10 غلظت به مربوط B و non-CpGو کنترل  CpGاز محرک  µg/mL 5غلظت

  R2 یۀ. ناحکندمی یینزنده را تع یهاسلول R1 یۀ. ناحاست CD86مربوط به شاخص  FL3و  CD11Cمربوط به شاخص 

 .دهدیم نمایش را یادبا شدت ز ۀشاخص در منطق بیان R3 یۀو ناح کمبا شدت  ۀشاخص در منطق یانب

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

در  CpG یگونوکلئوتیداز اول µg/mL 10و  µg/mL 5شده با بالغ یهاسلول یبر رو CD86شاخص  یانب یآمار ۀیسمقا .6 ۀشمار شکل

 .(ns = non-significantشده است ) یتلق دارامعن non-CpG. P<0.05با  یسهمقا

 

 

 گیرییجهنتو  بحث
 که کرد آشکار پژوهش این از آمدهدستبه نتایج

 یارنابالغ بس یتیکدندر یهاسلول ۀتهی در کشت شرایط
 نابالغ یهاسلول به دستیابی برای. دارد یتاهم

 که هست گوناگونی یهاروش ،آزمایشگاه در دندریتیکی
موش در حضور  استخوان مغز سازپیش یهاسلول کشت

GM-CSF روش ینترمتداول ی،روز متوال ینچند یبرا 
 افزوده کشت به بلوغ یهامحرکسپس  ؛(11 ،12) است

 نوع که آید دستبه دندریتیکی بالغ یهاسلول تا شودیم
 یدشدهتول دندریتیک یهاسلول نوع و یپفنوت بر محرک

 ۀشداستفاده یهامحرک از یکی. (13) گذاردیم یرتأث
LPS (14 ،15)است  یگرم منف هاییباکتر .

 

8 × 105 Cells, non-CpG 5 µg/mL 
8 × 105 Cells, CpG 5 µg/mL 

8 × 105 Cells, non-CpG 10 µg/mL 
8 × 105 Cells, CpG 10 µg/mL 
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هستند که سبب  نیرومندی یهامحرک هااندوتوکسین
کم  یاربس یردر مقاد یحت یزبانم یمنیپاسخ ا یکتحر

 ۀیرندگ یگاندل عنوانبه LPS مولکول. (16) شوندیم
TLR-4  یافت وفوربه دندریتیک یهاسلولکه در 

 12-اینترلوکین مانند هاییسایتوکاین تولید به ،شودیم
 باکتری اندوتوکسیناز  اینکه با. (17، 18) گرددیم منجر

 دندریتیک یهاسلول بلوغ عوامل از یکی عنوانبه
 ۀاولی مراحل در آن زودهنگامحضور  ،شودیم استفاده
 استخوان مغز یهاسلول جداسازی هنگام)از  کشت
 مناسب بالغ یهاسلول به رسیدن برای را شرایط ،(موش
از  بالا یرمقاد وجود. سازدیم غیرممکن کار ۀادام برای
LPS کشت هاییطمحآب،  یلاز قب یدر مواد مصرف 

 یهالوله ،سرسمپلرهامانند  مصرفی وسایل سلولی،
 تبدیل روند تواندیم اییشهش وسایل و فالکون
 نابالغ دندریتیک یهاسلول به استخوان مغز یهاسلول

 منابع در نکته این. دهد قرار یرتأث تحت شدتبه را
 کهیدرحال ،است نشده داده شرح وضوحبه گوناگون

 یتیکدندر یهاسلول کشت موفقیت در عامل ینترمهم
از حذف  یشمطالعه نشان داده شد که پ یناست. در ا

LPS یهاسلولآب در کشت  یژهوبه یاز مواد مصرف 
 یهاشاخص بیان و هاسلول یبقا درصد ،دندریتیک
 LPSاست که  یکمتر از زمان یمعنادار طوربه دندریتیکی

 تجهیزات یریکارگبه. شودیمکشت حذف  یطاز شرا
 نیز و آزمایشگاه در بارمصرفیک و پیروژن از عاری

 تجهیزات برای مناسب یشوشست یهاروش از استفاده
با کاهش  تواندیم( کردن فور و اسید با شوشست) اییشهش
. کند جلوگیری یروممرگ واز بلوغ ناخواسته  ،LPS یزانم

 سرسمپلرها شامل وسایل و کشت مصرفی مواد همۀ
 شودیم توصیه اکیداً. باشند اندوتوکسین بدون بایستیم

 مصارف برای که آزمایشگاهی اتوکلاو یهادستگاهاز 
 یلاستر برای ،شوندیم استفاده استریلیزاسیون ۀروزان

 ،ضروریدر موارد  پژوهش، یناستفاده نگردد. در ا کردن
و تابش  یعاتما کردن یلاستر برای یسرسرنگ یلترهایف

UV کار به یلسرسمپلرها و وسا کردن یلاستر برای
در  یلاستر یقیاستفاده از آب مقطر تزر ینهمچن ؛رفت

 02/0 یلترهایشده با فیلترو آب مقطر ف حجمکممصارف 
 .یدگرد یگزینجا بالادر موارد مصرف با حجم  یکرونیم

 تعداد این .است کشت در هاسلول تعداد ،دیگر ۀنکت
)روش  میکروبی کشت پلیت در سلول 2×610 حدود
خانه -24 کشت پلیت در سلول 5/7-10×510 و( لوتس

 به مربوط مطالعات بیشتر در اینکه با. است( اینابا)روش 
 شودیم گرفته بهره تعداد این از دندریتیک یهاسلول

 تعداد از که شده مشاهده موارد برخی در ،(19 ،20)
 هایسلول در فلاسک 810 مثلاً بیشتری یهاسلول

25T  داد نشان مطالعه این نتایج. (8) گرددمیاستفاده 
 یفضا یکدر  شدهدادهکه هرچه تعداد سلول کشت 

 بازدهی افزایش سبب تنهانه یابد، یشمشخص افزا
 روز در دندریتیکی ۀزند یهاسلول تعداد بلکه ،شودینم

 استفاده با پژوهش، این در. یابدیم کاهش مراتببه پنجم
 (non-treated) یرچسبندهغ ۀخان-6کشت  هایپلیت از

 ،شودیم ماکروفاژ یسوبه یزکاهش تما سببکه 
مغز  ۀیسلول اول 8×510 از استفاده با بازدهی بالاترین

با مطالعات مشابه  یجنتا ینآمد. ا دستبهاستخوان 
 اندگرفتهخانه بهره -6کشت  یتکه از پلمطابقت دارد 

 هاسلول ۀهم مانند دندریتیک یهاسلول .(21)
 تعداد افزایش اما ؛پسندندیم راسلول -سلول کنشیانم

 بلکه ،شودیم موعد از پیش مرگ سبب تنهانه ،هاسلول
بلوغ را  یهامحرک به دندریتیکی یهاسلول حساسیت

 .(22) دهدیمکاهش  یزن
 یهاپروتکل در که است کشت نحوۀ ،دیگر ۀنکت
 در ،لوتس روش بر اساس برخی. است متفاوت ،گوناگون

 سپس و کنندیم اضافه هاپلیت به تازه محیط ،سوم روز
 کشت محیط با را محیط درصد 50-70 ،باریک روز 3-2
 در اینابا، روش مانند برخی .(23) سازندمی جایگزین تازه

 و دارندبرمی را کشت محیط درصد 75 تعویض، روزهای
از  یو برخ (24) نمایندمی جایگزین تازه کشت محیط با

 سانتریفوژ را شدهیآورجمع کشت حیطم ،روز سوم
 پلیت به و اضافه تازه محیط سلول رسوب به و کنندمی

موارد که کمتر به آن  یردر سا (25) گردانندیبرم اولیه
 ،22)در روز سوم  یرچسبانغ یهاسلول ،شودیمپرداخته 

اول  یتاز پل ،(24)ششم  یا (26)روز پنجم  یاو  (12
انتقال  یدجد یتکشت تازه به پل یطو همراه مح یآورجمع
 یهاسلول بازیابی بازدهی ،حالت ینا در. شودیمداده 
  داده نشان مطالعه این در. یابدیم افزایش مراتببه نابالغ
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 سوسپانسیون از پس کشت محیط از نیمی انتقال که شد
 سبب تازه، محیط افزودن و جدید کشت پلیت به ملایم

 لیتپ در نابالغ دندریتیک یهاسلول بلوغ از جلوگیری
 هادندریتیک رشد برای یبیشتر فضای و شودیم جدید

. گرددیم فراهم ماکروفاژها و هاگرانولوسیت کاهش با
 بلوغ یهاشاخص ،اول پلیت در که ستا یدر حال این

 به توانیم را مسئله این علت. شوندیم بیان بیشتری
 سبب که داد نسبت اول پلیت در هاسلول تعداد افزایش

 دندریتیک یهاسلول مرگ و یخودخودبه بلوغ یالقا
 (11 ،25) گرددمی

 بلوغ یالقا در شدهاستفاده یهامحرک ،دیگر ۀنکت
وش ر بر اساسکه  است نابالغ دندریتیک یهاسلول در

 اما ؛شودیماستفاده  LPSمعمولاً از  ،لوتس
 ارد.امروزه کاربرد فراوان د یزن CpG یگونوکلئوتیداول

CpG وسط ت یمنیا یستمس نیرومندمحرک  یک عنوانبه
TLR-9 که  (27) شودیم شناسایی دندریتیک یهاسلول

 یالقا ،هاسلول ینتوسط ا -12ILبلوغ و ترشح  یبا القا
در  (28 ،29) کندمی یترا هدا Th1 یهاسلول پاسخ

حاضر نشان داده شد که استفاده از  پژوهش
 یشسبب افزا یدارامعن طوربه CpG یگونوکلئوتیداول
 یهاسلولدر  CD86و  MHC-II یرمقاد یانب

 همین به ؛شودیم non-CpG با یسهدر مقا یتیکدندر
ا بلوغ بکه  LPSاستفاده از  یجاهب گرددیم توصیه علت
 شود، یم هاسلول یروممرگ یشزاـــــــسبب اف یعسر

محرک  ین. استفاده از ارود کاربه CpG یرنظ ییفاکتورها
 ،هاسلولاز کشت  LPS یرنظ ایعلاوه بر حذف ماده

 هدف با که مختلف مطالعات. دارد نیز دیگری مزایای
 واکسن ۀتهی برای دندریتیک یهاسلول سازیبالغ

نشان  ،است گرفتهانجام Th1 یهاپاسخ ۀالقاکنند
در مجاورت  یتیکدندر یهاسلول کشت که دهدیم

GM-CSF و بدون استفاده از  ییتنهابه(IL-4 و سپس )
 Th1 یهاپاسخ یدر القا ،CpGبا استفاده از  یسازبالغ

عمر -نیمه از هاسلول ،شرایط این در. (30)مؤثر است 
. بود خواهند برخوردار بدن داخل به تزریق برای کافی
در مطالعات  LPSکه استفاده از  ستا یدر حال این

 بدن به تزریق امکان ،Th1 یرمس یالقا رغمیواکسن، عل
 .سازدیم منتفی را انسان یا حیوان

 گزاریسپاس
 سرکار از را خود تشکر مراتب مقاله این نویسندگان

 انستیتو مولکولی شناسییروسو)بخش  معتمدی خانم
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 واکسن تحقیقات و ایمونوتراپی)بخش  علیزاده غلام
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Abstract 

Introduction: Dendritic cells are very 

important in basic studies and vaccine 

research, but isolation and culture of these 

cells face challenges due to their small 

number in tissues. Since there is no standard 

method, we addressed some of the factors 

affecting the efficiency of dendritic cell 

isolation and culture from BALB/c mouse 

bone marrow. 

 

Materials & Methods: Bone marrow cells 

isolated from femur and tibia, were seeded 

in plates and treated with GM-CSF. On day 

3, half of the media was transferred to a new 

plate with fresh media plus GM-CSF. On 

day 5, cells were induced with CpG 

oligonucleotide. Cell survival as well as 

maturation markers of CD11C, MHC-II and 

CD86 were investigated by flow cytometry 

on day 5 (immature cells) and day 7 (mature 

cells). 

Ethics code: IR.PII.REC.1395.99 

 

Findings: It was found that the presence of 

endotoxin in the culture of immature cells, 

significantly reduces the recovery of 

dendritic cells (p value <0.05). Less than one 

million cells seeded in non-treated 6-well 

plates and transfer of cells to a new plate on 

day 3 increased the efficiency of immature 

cell retrieval by preventing early maturation 

and premature death. Further treatment of 

immature cells with CpG on day 7 was used 

to induce the Th1 pathway. Significant 

difference (p value <0.05) with control 

group showed that CpG induces maturation 

after treatment with GM-CSF (without IL-

4). 
 

Discussion & Conclusions: Optimization of 

dendritic cell culture in terms of different 

culture conditions highly impacts the 

efficiency of immature cell formation and 

maturation. 
 

Keywords: Bone marrow, Dendritic cells, 

Cell culture optimization, Endotoxin 
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