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  اي خون محيطيهاي تك هستهجدا سازي سلول
(PBMC: peripheral Blood Mononuclear Cell)  

  مقدمه:
ها ها نياز داريم. از جمله اين تستهاي تشخيصي و تحقيقاتي به جداسازي سلول از خون يا بافتگاهي براي انجام برخي تست

  ،HLA – Typing ،WBC Cross – match (Screening for Alloantibodies) به توانمي 
 LTT (Lymphocyte Transformation Test) ،Rosette (B & T) ،CH50، RIA، Culture، Cloning  

 ها اشاره شده است. هاي جداسازي سلولرا نام برد. در جزوه حاضر به طور مختصر به انواع روش PCRو 

 ها هاي جداسازي سلولروش

  شوند. تقسيم بندي ميهاي اختصاصي و غيراختصاصي ها به دو گروه روشجداسازي سلولهاي روش
گيرد. جداسازي ها صورت ميها بر اساس وزن، چگالي و اندازه سلولها جداسازي سلولدر اين روش هاي غيراختصاصي:روش

  باشند.هاي غيراختصاصي ميفايكول و پركول و حتي فيلتراسيون از جمله روش با

 گيرد. هاي اختصاصي صورت ميباديها جداسازي به كمك آنتيدر اين روش هاي اختصاصي:روش

 .شوندتقسيم مي Negative Selectionو  Positive Selection روشهاي اختصاصي خود  به دو دسته

بادي به كار رفته بر عليه سلول هدف است و براي جدا كردن همان سلول طراحي شده آنتي Positive Selectionدر 
  هدف. هاي ديگر است  و نه سلولرفته بر عليه سلول بادي به كارآنتي Negative Selectionاست. اما در 

  انواع روشهاي غيراختصاصي
Percoll (پركول)  

  شود.هاي سلولي، ويروس و ... بر اساس دانسيته و به كمك سانتريفيوژ استفاده ميارگان ها،جهت جداسازي سلول
Ficoll ( فايكول )  

پركول  اي (مونوسيت و لنفوسيت) است كه مانندهاي تك هستهسازي سلوليك محلول استريل و مناسب جهت خالص
  گيرد. ژ صورت ميجداسازي بر اساس دانسيته و به كمك سانتريفيو

  فايكول
) جهت جداسازي g/ml 084 /1 ،077/1هاي مختلف (با دانسيته است كه هاي فراوانساكاريد هيدروفيل با شاخهفايكول يك پلي

  موجود است.خون بندناف  هاي مغزاستخوان وسلول )،PBMCاي خون محيطي ( هستههاي تكسلول
شود. چگالي فايكول بيشتر از چگالي استفاده مي 077/1 دانسيتهبه طور معمول از فايكول با PBMC  براي جداسازي

ها از ميان ها و نوتروفيلپس از سانتريفيوژ كردن اريتروسيت ها است.ها و گرانولوسيتها و كمتر از چگالي اريتروسيتتلنفوسي
طح مشترك پلاسماي غني از در س PBMC هايدر حاليكه سلول ؛گيرندفايكول عبور كرده و زير آن در كف لوله قرار مي

  دهند.ها تشكيل ميرا مونوسيت %20ها و را لنفوسيت  PBMCهاياز سلول %80گيرند. در حدود پلاكت و فايكول قرار مي
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  انواع روشهاي اختصاصي

Rosetting 
 كه از معروف ترين آنهاها را جدا كرد ، بيدهاي مغناطيسي و ذرات لاتكس مي توان سلول RBCدر اين متدها با استفاده از

RBC Rosetting  كه مثالي از آن استفاده از گلبول قرمز گوسفند ياSRBC هاي براي جدا كردن لنفوسيتT باشد. مي
 است. MACSاستفاده از بيدهاي مغناطيسي در تكنيك  Rosettingمتداولترين متد 

MACS (Magnetic Activated Cell Sorting)   
هاي سطحي آنها به كمك بيدهاي مغناطيسي و ژنهاي مختلف سلولي بر اساس ماركرها و يا آنتيجهت خالص سازي جمعيت

  .شودمگنت انجام مي
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 FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)  
ماركرهاي بادي اختصاصي در اين تكنيك آنتي دهد.خلوص سلولي مي %99اين تكنيك جداسازي بسيار اختصاصي است و تا 

بادي آنتي-هاي مربوطه، اين كمپلكس سلولها به سلولباديشوند و پس از اتصال اين آنتيسلولي با مواد فلوئوروكروم ليبل مي
  شوند.فلوئورسنت در يك ميدان الكترومغناطيسي قرار گرفته و جدا مي

  

  Panningروشهاي ايمنوادهيژن مانند تكنيك 
 شوند و پس از اضافه كردن مخلوط سلولي،ن به يك فاز جامد متصل ميلاها به صورت غيركووابادي، آنتيPanningدر متد 
از  شوند.ژن به دقت شستشو داده ميهاي فاقد آنتييابند و سلولبادي اتصال ميژن موردنظر به آنتيهاي داراي آنتيسلول

ها براي از ميان برداشتن گروهي از سلول شوند، كاربرد اين روش عمدتاً هاي متصل به پليت دچار تغييراتي ميآنجاييكه سلول
  است.

هاي و يا جداسازي لنفوسيت CD8و  CD4هاي ضد باديبا آنتي Tcو  Thهايكاربردهاي اين روش شامل: جداسازي سلول
T  ازB باشد. مي با استفاده از آنتي ايمونوگلوبولين  

   ايمنوتوكسيسيتيروشهاي 
جهت القاي سيتوليز   Negative Selectionهايكه جزو روش  Complement Mediated Cytotoxicityمانند 

بادي اختصاصي آن و ژن خاص بواسطه آنتيهاي بيان كننده يك آنتيبدين منظور در سلول باشد.ها ميانتخابي در سلول
  شود.كمپلمان ايجاد سيتوليز مي
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Cell affinity Chromatography  
 كند.شود و سپس سوسپانسيون مخلوط سلولي از ستون عبور ميبادي اختصاصي سلول به ستون متصل ميدر اين روش آنتي

  شود.انجام مي  Positive Selectionو هم به صورت Negative Selectionاين روش هم به صورت 

  :با فايكول PBMCجداكردن 
 تجهيزات لازم:مواد و 

  نمونه خون انساني  
  فايكول  
  ) بافر مناسبPBS، (...نرمال سالين و  
  رنگ تريپان بلو جهت بررسيviability هاسلول  
  لوله فالكون  
 پاستور  پيپت  
 سانتريفيوژ  
 لام نئوبار  
  ميكروسكوپ نوري  

 روش انجام

(بافر مناسب) رقيق  PBSهپارين و سيترات) را با نسبت مساوي با  ،EDTA. خون دفيبرينه (يا نمونه خون تهيه شده با 1
 نماييد.

  اي كه با هم مخلوط نشوند.با دقت و آهستگي نمونه خون را روي فايكول اضافه كنيد به گونه .2
   سازنده ) سانتريفيوژ نماييد.. با سرعت و زمان مناسب ( طبق دستورالعمل شركت 3
اي كه حداقل ) را كه بين فايكول و پلاسما قرار گرفته جدا نماييد به گونهPBMCهاي مونونوكلئار(. با يك پيپت لايه سلول4

  فايكول با آن مخلوط شود.
وط كرده تا دوباره سپس به آهستگي مخل يا بافر مناسب شستشو دهيد و PBSهاي مونونوكلئار را با اضافه كردن سلول .5

  ها سوسپانسيون شوند و مجدد شستشو نماييد تا آلودگي پلاكتي كاهش يابد.سلول
ها سلول  viabilityروي لام نئوبار بريزيد تا ميزان . مقداري از سوسپانسيون تهيه شده را با رنگ تريپان بلو مخلوط نموده و6

  بررسي شود.
هاي زنده را از فرمول زير محاسبه سلول ) و تعداد.انجام شود RBCهارا شمرده (شمارش در منطقه شمارش . تعداد لنفوسيت7

 نماييد: 

  10000  × سلولي سوسپانسيون حجم × تقر فاكتور ×شده  شمارش هاي سلول تعدادها = تعداد لنفوسيت
هاي مرده رنگ آبي رنگ و سلولهاي زنده روي لام بيسلولكنند. را طبق فرمول زير محاسبه مي viability. ميزان 8

  گيرند.بلو را به خود ميتريپان
Viability100×هاي زنده و مرده هاي زنده / مجموع سلول%=تعداد سلول  
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 :مثال

 لنفوسيت 198 :بالايي مربع در شده شمارش هايلنفوسيت تعداد

  لنفوسيت 323: پاييني مربع در شده شمارش هايلنفوسيت تعداد
 ml 0,5 سلولي: سوسپانسيون حجم

  2 ت:رق فاكتور
  ها را در فرمول به صورت زير وارد مي كنيم :بنابراين داده

  

  

  


