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ABSTRACT 
 
 

Introduction: Mammalian cells culture is an important method for producing recombinant 
proteins, monoclonal antibody, and hormones application. One of the common methods in the 
monocyte isolation is using flask adherent cell culture in RPMI-1640 medium. We aimed, in this 
study, cell culture medium using dextrose 5% with autologous plasma to produce inexpensive 
medium for isolation of monocytes.  

Methods: In this experimental study, we isolated peripheral blood mononuclear cells from 40 
healthy volunteers, the isolated cells were cultured in RPMI 1640 medium containing 10% fetal calf 
serum and  in the media supplemented serum dexterous 5%containing autologous plasma under 
37°C and 5% CO2 in a cell incubator. Then, count, viability and morphological cells were surveyed 
by trypan blue and invert microscope. 

Results: We isolated 1.8- 2× 106 cells /ml of RPMI culture media and 2- 2.2×106 /ml 
macrophage of serum dexterous 5% containing autologous plasma. There was not a significant 
difference between two methods (P>0.05). Also, we did not see any morphological variation in 
two culture media. 

Conclusion: Our results showed that dextrose 5% can be used in monocyte isolation from 
peripheral blood mononuclear cells.  
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 حاوي پلاسماي خودي جهت جداسازي مونوسیتها  %5تروز ساستفاده از سرم دک
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 اهواز شاپور جنديپزشکی 
 389-494 صفحات  91 بهمن و اسفند  ششمشماره   شانزدهممجله پزشکی هرمزگان  سال 

 دهیچک
اي هاي مختلف از جمله تولید پروتئین هبا اهمیت است که در زمینه کشت سلولهاي پستانداران یکی از روشهاي مهم و :مقدمه

هاي ایمنی در ثر در پاسخؤسلولهاي م از ماکروفاژها، ها وهورمونها کاربرد دارد. مونوسیت آنتی بادي مونوکلونال و نوترکیب،
اي خون محیطی با روشهاي مختلفی صورت مقابل آنتی ژن هاي بیگانه هستند. جداسازي این سلولها از سلولهاي تک هسته

فلاسک کشت  اي خون محیطی استفاده ازجداسازي مونوسیتها از سلولهاي تک هسته گیرد، یکی از روشهاي متداول درمی
درصد  5است. هدف از این مطالعه طراحی محیط کشت سلولی با استفاده از دکستروز  RPMI 1640سلولی حاوي محیط 

 .ها بوده استي اتولوگ به منظور تولید محیط کشت ارزان و در دسترس براي جداسازي مونوسیتاهمراه با پلاسم
در شرایط یکسانی در  اي خون محیطی جدا شده وداوطلب، سلولهاي تک هسته 40از  ،اي تجربیمطالعهاین در  :کاروش ر

 37) تحت شرایط دماي autologous plasmaحاوي پلاسماي اتولوگ (درصد  5سرم دکستروز وRPMI 1640  هايمحیط
رنگ تریپان بلو  استفاده از با ،مرفولوژي سلولها تعداد، میزان زنده بودن و دي اکسید کربن کشت داده شد. سپس  %5درجه و 

 مورد بررسی قرار گرفت. Invert و میکروسکوپ
ج حاوي پلاسماي خودي جدا  %5 سلول از سرم دکستروز 2-2/2× 106 و RPMI سلول از محیط کشت  8/1 -2×106 :نتای

 همچنین تفاوت مورفولوژیکی بین دو محیط مشاهده نشد.  . ري وجود نداشتداشد که از نظر آماري بین دو روش تفاوت معنی
اي توان در جداسازي مونوسیتها از سلولهاي تک هستهمی %5 نتایج ما نشان داد که از سرم دکستروز :گیريتیجهن

جداسازي مونوسیتها  هاي ساده برايتوان نتیجه گرفت که این روش یکی از تکنیکخون محیطی استفاده کرد. بنابراین می
 .است

 ها مونوسیت –سرم  - کشت سلولی :هاکلیدواژه
 4/2/91پذیرش مقاله:      25/1/91اصلاح نهایی:      11/3/90دریافت مقاله: 

 

 مقدمه: 
 ژن شامل مونوسیتها وکننده آنتیسلولهاي عرضه

هاي ایمنی در مقابل مهمی در پاسخ ماکروفاژها نقش اساسی و
لذا در شروع  عوامل خارجی دارند، هاي بیگانه وژنآنتی

 ).1اي برخوردارند (اي ایمنی از اهمیت ویژههپاسخ
با اهمیت  کشت سلولهاي پستانداران یکی از روشهاي مهم و

هاي پروتئین هاي مختلف از جمله تولیداست که در زمینه
 بادي مونوکلونال،آنتی هاي ویروسی،ساخت واکسن نوترکیب،
تمایز سلولهاي  ). در تکثیر و2( داروها کاربرد دارد ها وهورمون

 RPMIاي خون محیطی، محیطهاي مختلفی از جمله تک هسته

 صورت روتین براي کشت وه که ب رود،می کاره ب 1640
). همچنین 3( گیردجداسازي این سلولها مورد استفاده قرار می

رفته  بکار ترکیبات استفاده از مواد و در تهیه محیطهاي کشت،

 حد اکثر بایستی بر این اساس تنظیم شده باشند که سبب تکثیر
هاي کشت، سرم به عنوان یک در تهیه محیط .)4،5( سلولها شوند

مکمل رایج و معمول است که حاوي ماکرومولکولهایی مثل لیپید 
 مولکولهاي غذایی با فاکتورهاي رشد و عناصر ضروري و و

 Fetal bovine serumاز وزن پایین است که معمولاً

(FBS%10) که در این عصاره جنینی با  )،6شود (استفاده می
حیوانی احتمال آلودگی با ویروسها و باکتریهاي پاتوژن أ منش

کننده طور رایج آلودهه از مهمترین باکتریهایی که ب وجود دارد.
توان به مایکوپلاسما با قطري در می ،باشندمحیط کشت می

). همچنین آلودگی 7( اشاره کرد نانومتر 125-250 حدود
محیطهاي کشت با ویروسهاي انکوژنیکی مثل رتروویروسها 

تغییر شرایط طبیعی  تواند موجب پرولیفراسیون سلولی ومی
گونه آلودگی، منجر  لذا وجود هر. )8( تمایز سلولها شود تکثیر و



 الهام بیرانوند و همکاران                                                                                                     جهت جداسازي مونوسیتها  %5ده از سرم دکستروز استفا

1391سال شانزدهم، شماره ششم، بهمن و اسفند مجله پزشکی هرمزگان،   391 

ی به ایجاد متابولیسم اگزوژنی شده که متابولیسم اندوژن سلول
هاي کشت ). امروزه در سیستم9( دهدثیر قرار میأرا تحت ت

هاي ویژه هاي کشت از سرمسازي محیطسلولی به منظور غنی
عنوان ماده مغذي جایگزین سرم ه ب  Serum Freeبا عنوان

 Fetalشود. که در این راستا استفاده ازگوساله استفاده می

bovin serum تولوگ جهت کم کم جاي خود را به پلاسماي ا
 ). با10( مشابه سازي شرایط کشت با محیط بدن داده است

هاي کشت از اهداف توجه به این که رعایت استانداردهاي محیط
 GCCP (Goodمهم در تهیه محیط کشت مناسب  اساسی و

cell culture practice)  پایه و ) و11شود (محسوب می 
با Invitro سازي محیط یا بافت، مشابه اساس کشت سلول و

. لذا هدف از این مطالعه طراحی محیط )4،5( استInvivo  محیط
درصد همراه با پلاسماي  5کشت سلولی با استفاده از دکستروز 

اتولوگ به منظور تولید محیط کشت مناسب براي جداسازي 
مقایسه آن با محیط  تولید سلولهاي ماکروفاژ و مونوسیتها و

 زینی مناسب بوده است.به عنوان جایگRPMI1640 کلاسیک 
 

 روش کار:
صورت غیرانتخابی ه داوطلب ب 40از  ،این مطالعه تجربی در

زن) پس از رضایت  15 مرد و 25( 52/30با میانگین سنی 
سی سی نمونه خون محیطی  20آگاهانه و معاینات بالینی دقیق، 

گرفته شده است،  EDTAیکرولیتر ماده ضد انعقاد م 200در 
قسمت مساوي تقسیم  بدست آمده را به دوسپس نمونه خون 

) آنها را با PBMCاي خون محیطی (کرده و سلولهاي تک هسته
) به Sigma و USA( 1.077 استفاده از شیب گرادیانت فایکول

 روش زیر جدا نمودیم. 
اي خون محیطی کردن سلولهاي تک هسته جدا

)peripheral blood mononuclear cells (: 
دقیقه جهت  5) به مدت g 400(  2000دور ها در نمونه -

جداسازي پلاسما سانتریفوژ شدند و سپس هم حجم گلبولهاي 
 افزوده تا رقیق شود.  PBSمتراکم، 

در یک لوله استریل به میزان نصف نمونه رقیق شده  -
 شد.  در شرایط کاملاً استریل ریخته  077/1 محلول فایکول

روي  ک پیپت پاستور برنمونه به آرامی با استفاده از ی -
دقیقه به منظور جدا  20به مدت  400gفایکول اضافه و سپس در 
 اي سانتریفوژ شدند. کردن سلولهاي تک هسته

لایه ایجاد شده، لایه سلولهاي تک  4پس از سانتریفوژ از  -
در بالا قرار  PBSدر زیر و  077/1 اي که بین فایکولهسته

 داشت را جدا کردیم. 
شسته و پس از  PBSبار با  اي را دوتک هسته سلولهاي -

لیتر رسانده سپس یک قطره از آخرین شستشو به حجم یک میلی
. سپس )12،13( آن را جهت شمارش استفاده کردیم

متر سانتی 25سوسپانسیون سلولی را به دو فلاسک کشت 
 4 ها، حاويفلاسک ) اضافه کردیم، یکی ازNunc,USAمکعبی (

 Fetal bovinدرصد 10(همراه با RPMI 1640 سی سی 6تا 

serum استرپتومایسین)  -محلول پنی سیلین میکرولیتر از 100و
(همراه با یک  5% سی سی سرم دکسترز 6تا  4و دیگري داراي 

 میکرولیتر از 100درصد) پلاسماي خود شخص و 20 سی سی
این سلولها در  استرپتومایسین) بوده است.-محلول پنی سیلین

کشت داده  Bاستریل در زیر هود بیولوژیک کلاس  املاًشرایط ک
 37 سی دقیقه انکوباسیون در دماي ساعت و 3پس از  شده و

)، مونوسیتها به کف فلاسک CO2)14  درصد 5 حضور درجه و
  perscra cellپس از برداشتن مایع رویی، با  چسبیده و

 را مونوسیتها را از کف فلاسک به آرامی جدا کرده سپس سلولها
 استفاده از لام نئوبار با با تریپان بلو رقیق کرده و 5 به1به نسبت 

 تعداد، بررسی شدند.  از نظر مورفولوژي و
  :برسی وضعیت مورفولوژي و حیات سلولی

 ساعت پس از کشت سلولی، 3و  2، 1در فواصل 
مورفولوژي سلولها مورد بررسی و مقایسه قرا گرفت و تغییرات 

میکروسکوپی با استفاده از میکروسکوپ سلولی با مشاهده 
علاوه تعداد سلولهاي کشت ه قرار گرفتند. ب اینورت مورد بررسی

داده شده در دو محیط کشت با استفاده از ماده رنگی تریپان بلو 
 شمارش و میزان حیات سلولی مورد بررسی قرار گرفت.

 میزان زنده بودن سلولهاي بدست آمده با روش تریپان بلو:
میکرولیتر از این  20ز تهیه  سوسپانسیون سلولی پس ا

سپس  میکرولیتر تریپان بلو مخلوط کرده، 20سوسپانسیون را با 
بر روي لام نئوبار قرار دادیم. در طی یک تا دو دقیقه سلولهاي 

در قسمت  زنده (سلولهایی که رنگ به داخل آنها نفوذ نکرده بود)
عداد سلولهاي زنده در هر ت اي لام نئوبار شمارش گردید.خانه 25

میزان زنده بودن سلولها به با استفاده از روش زیر  لیتر ومیلی
 محاسبه گردید:

تقسیم  100× عداد سلولهاي زنده= ت میزان زنده بودن سلول
 بر تعداد کل سلولهاي شمارش شده.
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آزمون پس از شمارش سلولها و لگاریتم گیري، با استفاده از 
t افزار نرم زوجی و استفاده ازSPSSهاي بدست آمده ، داده

دار در از لحاظ آماري معنی 05/0کمتر از  P-value تحلیل گردید.
 نظر گرفته شده است.

 
 :نتایج

تعداد،  محیط کشت، از نظر هر دو شده از سلولهاي جدا
) مورد بررسی Viability testحیات سلولی ( مورفولوژي و

دهد حیات سلولی نشان میقرار گرفتند که نتایج حاصل از تست 
اختلاف  محیط زنده بودند و درصد سلولها در دو 95که بیش از 

علاوه ه . ب)>05/0P( نبوده است دارآنها از لحاظ آماري معنی
دهد محیط نشان می شمارش سلولهاي کشت داده شده در دو

 شماره (جدول داري بین دو محیط از نظر تعدادکه تفاوت معنی
 ). =711/0P( وجود ندارد )1 و 2سلولها (شکل  و مورفولوژي )1

 
تعداد سلولهاي جدا شده از محیط دکستروز و  -1جدول شماره 

 RPMIمحیط کشت 

 P-value تعداد سلولهاي جدا شده نوع محیط کشت
 2-2/2×  610 درصد 5سرم دکستروز 

711/0P= 
RPMI 1640 510  ×8-2/1 

 
 
 
 
 
 
 
 

ون محیطی پس از جدا سازي اي خسلولهاي تک هسته -1 شکل
و   5در محیط هاي سرم دکستروز%077/1با استفاده از فایکول 

RPMI 1640    کشت داده شد . این تصویر مور فولوژي خاص
سلولهاي مونوسیت را در ابتداي شروع کشت سلولی نشان داده 

 )40×است(بزرگ نمایی
 
 
 
 
 
 

 
 

 %5دکستروز 
 

RPMI 
محیط کشت سرم بررسی مورفولوژي سلولها در  -2 کلش

ساعت انکوباسیون و در  3) پس از 2( RPMI) و 1( %5دکستروز 
 )40×(بزرگ نماییزمان شروع تولید مایکروفاژ 

 
 گیري:بحث و نتیجه

عنوان ه درصد ب 5در این مطالعه استفاده از سرم دکستروز 
به  محیط قابل دسترس و مناسب همراه با پلاسماي خودي،

داسازي سلولهاي مونوسیت از نوان محیطی مناسب جهت جع
گلبولهاي سفید خون محیطی در مقایسه با محیط کلاسیک 

RPMI 1640  استفاده شده است. استفاده از محیطهاي جایگزین
و ارزان و قابل دسترس سبب سهولت انجام تحقیقات کاربردي و 

ترین اساسی گردد. ازلذا باعث ارتقا سطح دانش کشت سلولی می
هاي کشت بافت و یا سلول باید رعایت ستمسی مواردي که در

فراهم  و In vivo محیط  باInvitro سازي محیط مشابه ،شود
کردن شرایطی که سلولها بتوانند حداکثر تکثیر را داشته باشند 

توجه به این که استفاده از روشهاي آزمایشگاهی کشت  با ).4،5(
ي سرم و بکارگیر )15سلولی پیشرفت قابل توجهی داشته است (
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هاي قابل توجهی حیوانات آزمایشگاهی با محدودیت أبا منش
هاي کشت )، لذا رعایت استاندارهاي محیط17،16( مواجه است

اساسی در ایجاد محیط کشت  سلولی از اهداف مهم و
 ). با توجه به این که در11شود (محسوب می  (GCCP)مناسب

ده از استفاRPMI 1640 تهیه محیطهاي کشت سلول از جمله 
کننده نیازهاي مینأت حیوانی، به عنوان یک مکمل و أسرم با منش

) و احتمال آلودگی این 6معمول است ( رایج و ي سلولها،تغذیه
باکتریهاي پاتوژن  حیوانی با ویروسها و أعصاره جنینی با منش

هاي انکوژنیک مانند رترو ویروس از جمله مایکوپلاسما و
بنابراین، هر گونه آلودگی اگزوژن ). 7،8ویروسها وجود دارد (

). همچنین 9تواند متابولیسم داخل سلولی را تغییر دهد (می
هاي کشت سلولی استفاده از پلاسماي امروزه در سیستم

 Fetal bovinهاي کلاسیک از جملهاتولوگ، جایگزین سرم

serum سازي شرایط کشت با محیط بدن شده جهت مشابه
یتهاي د). لذا در این مطالعه با توجه به محدو18-20است (

 5گر، ازسرم دکستروز موجود، جهت نیل به کاهش مواد مداخله
درصد همراه با پلاسماي اتولوگ پس از چندین بار آزمایش 

)Optimization در این تحقیق استفاده شد. مطالعات قبلی ما ،(
اه با همر RPMIد که استفاده از محیط کشت سلولی دهنشان می

سایتوکاینهاي مناسب توانایی  تولید سلولهاي دندریتیک از 

باشد و تغییر در عوامل مونوسیتهاي خون محیطی را دارا می
 ستاثر ؤسازي محیطهاي کشت سلولی بسیار ممکمل در بهینه

توجه به این که جداسازي مونوسیتهاي خون محیطی با  ). با21(
) 23( Elispot)، 22وکلونال (استفاده از مولکولهاي آنتی بادي مون

) بسیار پرهزینه Magnetic activated cell sorter )24و 
 باشد، در این مطالعه سعی شده با بکارگیري سرم دکستروزمی
 (autologous plasma) حاوي پلاسماي خود شخص %5

توان حذف شود. لذا می عوامل پاتوژن خارجی احتمال آلودگی با
عنوان پایه اصلی ه با پلاسماي خودي ب از محیط یاد شده همراه

چند استفاده از محیط کشت  در کشت سلولی استفاده کرد. هر
RPMI 1640  از جایگاه مناسب و قوي در تولید سلول و نیز

گیري از محیطهاي اما بهره ،تمایز سلولی برخوردار است
توانند سبب ارتقاء دانش کشت سلولی و جایگزینی مناسب می

توجه به  تحقیقات بنیادین شود. لذا در این تحقیق باتکرارپذیري 
داري از لحاظ نتایج بدست آمده بین دو محیط تفاوت معنی

حاوي درصد  5 آماري وجود ندارد، بنابراین سرم دکستروز
تواند می (autologous plasma) پلاسماي خود شخص

جداسازي  در RPMI 1640 جایگزین مناسبی براي محیط
 د.مونوسیتها باش
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