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 و  Anti-human CD40های  به پلاسمابلاست در حضور محرک Bهای  ی تمایز سلول مقایسه

Anti-IgM f(ab)`2  ساکارید لیپوپلیو یا (LPSو ) Anti-human CD40 )در شرایط آزمایشگاه( 

 
 1راد ، فایزه عباسی4، رضا یزدانی3، عباس رضایی2، مزدک گنجعلی خانی حاکمی2لیاسمع سهینف، 1ساناز افشار قاسملو

 
 

‌چکیده

های  باشد. پیام می Bی سلول  های حاصل از گیرنده دار وابسته به پیام های خاطره ها و همچنین، سلول فعال شده به پلاسموسیت Bهای  دگرگونی و تمایز سلول مقدمه:

شوند که در نهایت این عوامل، تعیین  برداری خاصی می ، سبب القای بروز عوامل رونوشتBهای  های سیتوکاینی سطح سلول ژن و گیرنده ی آنتی ناشی از گیرنده
 .باشند می Bی سرنوشت سلول  کننده

با استفاده از گرادیان شیب غلظت و با  (PBMCsیا  Peripheral blood mononuclear cellsای خون محیطی ) های تک هسته جداسازی سلول ها: روش

ی بعد، برای  انجام شد. در مرحله Magnetic-activated cell sorting (MACS)خالص با روش  Bهای  استفاده از فایکول انجام گرفت و سپس، جداسازی سلول
 در حضور  Roswell Park Memorial Institute1640 (RPMI1640)ا در محیط ه  ها، این سلول به پلاسمابلاست Bهای  تحریک و تمایز سلول

Purified anti- human CD40 antibody  وAnti-IgM f(ab)`2 و یا Purified anti-human CD40 Antibody ساکارید  و لیپوپلی
(Lipopolysaccharides  یاLPS )ها با استفاده از سه نشانگر  کشت داده و سپس، پلاسمابلاستCD38+ ،CD27+  وIgM- به روش فلوسایتومتری ارزیابی شد. 

 ( و تحریک با BCRیا  B cell receptorها ) ی آن کردن گیرنده Cross-linkاز طریق  B های لنفوسیت با تحریک دایمی ،In vitroدر محیط  ها: یافته

Anti-human CD40 antibody  وAnti-IgM f(ab)`2  و یاAnti-CD40 و LPS های  اغلب سلولB ی دیگری از  ها به رده زنده مانده بودند و حتی تمایز آن
 ها در داری در بیان نشانگرهای پلاسمابلاستی در سطح سلول ( مشاهده شد. از نظر آماری، تفاوت معنی-IgMو  +CD38+، CD27های  )پلاسمابلاست Bهای  سلول

 .هر دو حالت تحریکی مشاهده نشد

ی سلولی  به رده In vivoهای متفاوت، همانند محیط  و تحریک با محرک In vitroاین توانایی را دارند که در شرایط کشت  Bهای  سلول گیری: نتیجه

عواملی نظیر ماهیت تحریک، مدت زمان تحریک و استفاده از ، Bهای  پلاسمابلاست تمایز یابند. با این وجود، برای دستیابی به بهترین شرایط جهت تمایز سلول
 .های متفاوت که نقش مهمی دارند، باید مد نظر قرار گیرند محرک

 ساکارید، فلوسایتومتری لیپوپلی، Bسلول  ی فاکتور متمایز کننده ی ، پلاسمابلاست، گیرندهBهای  سلول واژگان کلیدی:

 
به  Bهای  ی تمایز سلول مقایسه .راد فایزه ، گنجعلی خانی حاکمی مزدک، رضایی عباس، یزدانی رضا، عباسیسهینفل یاسمعافشار قاسملو ساناز،  ارجاع:

 Anti-human CD40 ( وLPS) ساکارید لیپوپلیو یا  Anti-IgM f(ab)`2و  Anti-human CD40های  پلاسمابلاست در حضور محرک

 440-446(: 427) 35؛ 1396مجله دانشکده پزشکی اصفهان . )در شرایط آزمایشگاه(

 

 مقدمه

هایی‌از‌سیستم‌ایمنی‌هوموواال‌هسوتنک‌ وز‌از‌‌‌‌‌،‌سلولBهای‌لنفوسیت

آینوک،‌دا‌مغوز‌اسوتخوان‌‌‌‌‌های‌بنیادین‌مغز‌استخوان‌بز‌وجود‌موی‌‌سلول

هوای‌‌‌های‌لنفاوی‌محیطی‌دا‌جایگاه‌وا نش‌یابنک‌و‌دا‌بافت‌تکامل‌می

.‌(1-2)یابنوک‌‌‌هوای‌بیگایوز‌تعموی‌موی‌‌‌‌‌ژن‌هوا‌بوا‌آیتوی‌‌‌‌متقابل‌لنفوسیت

دفوایی‌‌‌هوای‌‌همراه‌با‌سیستم‌ایمنی‌سلولی،‌مکاییسوم‌‌Bهای‌‌لنفوسیت

هوا،‌تولیوک‌‌‌‌دهنوک‌و‌یملکورد‌اصولی‌آن‌‌‌‌اختصاصی‌بکن‌اا‌تشکیل‌موی‌

هوا‌یییور‌‌‌‌بوادی‌‌باشوک.‌ایموال‌اصولی‌آیتوی‌‌‌‌‌ژن‌موی‌‌بادی‌یلیز‌آیتوی‌‌آیتی

 مقاله پژوهشی
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هوای‌یفووویی‌و‌سوموک‌میکروبووی‌و‌‌‌‌سووازی‌و‌فومی‌میکوورو ‌‌خنثوی‌

همچنین،‌تسهیل‌و‌تسریی‌بخشیکن‌بز‌فراینوکهای‌فاووسویتوز‌و‌فلوال‌‌‌‌

‌.‌(3-4)شک‌با‌شکن‌سیستم‌ مپلمان‌می

های‌لنفواوی‌و‌مغوز‌‌‌‌ها‌دا‌ایکاک‌پلاسماسل‌ی‌‌ها،‌بز‌وسیلز‌بادی‌آیتی

شویک‌و‌ایموال‌اجرایوی‌خوود‌اا‌دا‌یووافی‌دوا‌از‌‌‌‌‌‌استخوان‌تولیک‌می

هوای‌‌‌هوایی‌ وز‌دا‌ایوکاک‌‌‌‌دهنوک.‌پلاسماسول‌‌‌محل‌تولیک‌خود‌ایعاک‌می

ی‌ وز‌‌هوای‌‌تری‌یسبت‌بز‌پلاسماسول‌‌ماینک،‌یمر‌ وتاه‌لنفوئیکی‌باقی‌می

 ننوک.‌‌‌بادی‌تولیوک‌موی‌‌‌دا‌مغز‌استخوان‌هستنک،‌داایک‌و‌دا‌آن‌جا‌آیتی

بوادی‌دا‌وورد ‌‌‌‌ی‌آیتوی‌‌های‌ترشح‌ ننوکه‌‌ها‌ییز‌سلول‌پلاسمابلاست

باشنک‌ وز‌دا‌مغوز‌اسوتخوان‌یوا‌‌‌‌‌‌هایی‌می‌ساز‌پلاسماسل‌هستنک‌و‌پیش

ها،‌بوا‌بیوان‌بوا ی‌‌‌‌‌.‌پلاسمابلاست(5-6)شویک‌‌ها‌سا ن‌می‌سایر‌بافت

،‌از‌سوووووایر‌CD27و‌‌CD38‌،CD138یشوووووایگرهای‌سوووووطحی‌

‌(.7-8)شویک‌‌متمایز‌می‌Bهای‌‌لنفوسیت

باشونک‌و‌‌‌موی‌‌Bهوای‌‌‌ها،‌آخرین‌مرفلز‌از‌تمایز‌سلول‌پلاسماسل

هوا،‌دا‌مغوز‌اسوتخوان‌بورای‌‌‌‌‌‌قکات‌تکثیر‌و‌تقسیم‌یکاایک.‌این‌سولول‌

.‌دا‌(5) ننوک‌‌‌بادی‌ترشح‌موی‌‌ماینک‌و‌آیتی‌مکت‌زمان‌طو یی‌زیکه‌می

ی‌خوااجی‌‌‌شکل‌بیضوی‌با‌هستز‌ها‌بز‌یمای‌هیستولوژیک،‌پلاسماسل

های‌فوراوان‌دا‌سیتوپلاسوم‌‌‌‌ی‌آیکوپلاسمی‌وسترده‌با‌ایبوزوک‌و‌شبکز

‌.(9)شویک‌‌دیکه‌می

ییازمنک‌دو‌پیاک‌است.‌پیواک‌‌‌Bهای‌‌تحریک‌و‌فلال‌شکن‌لنفوسیت

(‌بوز‌‌‌BCRیوا‌‌B cell receptor)‌‌Bسطح‌سلول‌ی‌اول‌اتصال‌ویریکه

‌CD40ی‌پیواک‌اول‌اسوت،‌اتصوال‌‌‌‌‌ژن‌و‌پیاک‌دوک‌ ز‌تقویت‌ ننکه‌آیتی

باشک‌ ز‌این‌دو‌فراینوک،‌‌‌می‌Tسطح‌سلول‌‌CD40Lبا‌‌‌Bسطح‌سلول

ای‌از‌تیوروزین‌‌‌اسایی‌و‌تعمی‌و‌فلوال‌شوکن‌خوایواده‌‌‌‌سبب‌آغاز‌پیاک

شویک‌ ز‌پیاموک‌ لوی‌ایون‌وقوایی‌دا‌‌‌‌‌‌ها‌می‌ ینازها‌و‌فسفریلاسیون‌آن

برداای‌خاص‌و‌تلیوین‌سریوشوت‌‌‌‌یهایت،‌القای‌بروز‌یوامل‌اویوشت

‌.(10-13)باشک‌‌می‌Bسلول‌

BCRژن‌دا‌سطح‌لنفوسیت‌‌های‌آیتی‌ها،‌ویریکهBهستنک‌ وز‌دا‌‌‌

(‌متصل‌Igیا‌‌Immunoglobulinواقی،‌یک‌مولکول‌ایمویوولوبولین‌)

‌.(14)باشنک‌‌بز‌غشا‌می

BCR complex، مپلکس‌چنک‌پروتئینی‌است‌ ز‌بور‌سوطح‌‌‌یک‌

هوای‌فلوال‌‌‌‌ژن،‌پیواک‌‌یابک‌و‌با‌شناسایی‌آیتوی‌‌بروز‌می‌Bهای‌‌لنفوسیت

شووامل‌‌،BCRدهووک.‌ مووپلکس‌‌ ننوکه‌اا‌بووز‌داون‌سوولول‌ایتقووال‌مووی‌

هوای‌‌‌ژن(‌و‌پوروتئین‌‌ایمویوولوبولین‌غشایی‌)مسؤول‌اتصال‌بوز‌آیتوی‌‌

Igαو‌‌Igβت.‌اسوایی(‌اسو‌‌‌های‌وقایی‌پیواک‌‌)آغاز‌ ننکه‌CD40سوطح‌‌‌

سوطح‌‌‌CD40Lژن،‌بوا‌اتصوال‌بوز‌‌‌‌‌تحریک‌شکه‌با‌آیتوی‌‌Bهای‌‌سلول

‌هوووای‌سووویتوزولی‌‌،‌سوووبب‌فراخوایوووکن‌پوووروتئینTهوووای‌‌سووولول

[Tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factors‌

شویک‌ ز‌دا‌یهایت،‌منعور‌بوز‌فلوال‌‌‌‌‌‌می‌CD40بز‌سمت‌‌[TRAFsیا‌

‌‌و‌Nuclear Factor-κB‌(NF-ⱪB)بوورداای‌‌شووکن‌یواموول‌یسووخز‌

Activator protein 1‌(AP-1و‌افزایش‌تکثیر‌و‌تمایز‌سولول‌‌)هوای‌‌‌

Bهوای‌‌‌وردیک.‌بز‌ینوان‌یمویوز،‌فوراواده‌‌‌بادی‌می‌و‌سنتز‌و‌ترشح‌آیتی‌

‌Tollهوای‌شوبز‌‌‌‌ژن‌بوز‌پمیریوکه‌‌‌دا‌یقوش‌آیتوی‌‌‌LPSمیکروبی‌یییور‌‌

(Toll-like receptorsیا‌‌TLRsیییر‌)‌TLR4شوویک‌ وز‌‌‌‌متصل‌موی‌‌

(‌LPSیوا‌‌‌Lipopolysaccharide)‌سوا اایک‌‌لیپووپلی‌ قادا‌بز‌شناسوایی‌

هووای‌آداپتوووا‌و‌فلووال‌شووکن‌یواموول‌‌‌اسووت‌و‌بووا‌فراخوووایی‌پووروتئین‌

هوای‌‌‌،‌سبب‌تقویوت‌پیواک‌‌AP-1و‌‌NF-ⱪ Bبرداای‌مختلف‌یییر‌‌یسخز

بوز‌‌‌.(15-17)شوود‌‌‌ها‌می‌و‌فلال‌شکن‌و‌تکثیرسلول‌Bی‌سلول‌‌پمیریکه

وماایوک،‌‌‌تر یبات‌مختلفی‌ ز‌بر‌اوی‌این‌دو‌پیاک‌تأثیر‌موی‌‌،اسک‌ییر‌می

‌‌‌اا‌ییز‌تغییر‌دهنک.‌Bهای‌‌تواینک‌توایایی‌تکثیر‌و‌تمایز‌سلول‌می

پس‌‌Bهای‌‌این‌مطاللز،‌با‌هکی‌براسی‌زیکه‌بودن‌و‌تمایز‌سلول

های‌خون‌محیطی‌بز‌ینوان‌یک‌جملیت‌خالص‌‌از‌جکاسازی‌از‌سلول

ایعاک‌شک؛‌چرا‌ ز‌دا‌مطاللوات‌متلوکدی‌ وز‌بور‌اوی‌ایون‌جملیوت‌‌‌‌‌‌‌

های‌زیکه‌با‌توایایی‌تکثیر‌و‌تمایز‌ییواز‌‌‌ویرد،‌بز‌سلول‌سلولی‌ایعاک‌می

‌Anti-CD40بوز‌هموراه‌‌‌‌LPSب‌دو‌محور ‌‌است.‌همچنین،‌از‌تر یو‌

و‌‌Anti-CD40هوای‌اایوم‌ماینوک‌‌‌‌‌ها،‌با‌محور ‌‌استفاده‌شک‌و‌تأثیر‌آن

Anti-IgMهای‌جهت‌تحریک‌و‌تمایز‌سلول‌‌Bمقایسز‌وردیک‌.‌

‌

 ها روش

‌ای‌خوووون‌محیطوووی‌‌‌هوووای‌توووک‌هسوووتز‌‌‌جکاسوووازی‌سووولول‌

(Peripheral blood mononuclear cellsیووا‌‌PBMCs)،بووا‌‌

های‌فواوی‌‌‌داوطلب‌سالم‌دا‌لولز‌5سی‌خون‌از‌‌سی‌10آوای‌‌جمی

Ethylen diamine tetraacetic acid‌(EDTA‌‌‌.صووات‌ورفوت‌)

توسط‌شیب‌ورادیایوت‌فوایکول‌‌‌‌،PBMCsدا‌این‌او ‌جکاسازی‌

‌(،‌Viabilityهوای‌زیوکه‌)‌‌‌ایعاک‌شک.‌اازیوابی‌تلوکاد‌سولول‌‌‌‌077/1

سولولی‌بور‌اوی‌ ک‌یئوبواا‌‌‌‌‌بلو‌و‌شماا ‌با‌استفاده‌از‌ایگ‌تریپان

‌ک.وردیایعاک‌

‌خووووالص‌از‌او ‌‌Bهووووای‌‌بوووورای‌جکاسووووازی‌سوووولول‌‌

Magnetic-activated cell sorting‌(MACSاستفاده‌شک‌و‌جکاسوازی‌‌‌)

(‌ایعواک‌‌Milteni Biotec, Germany)ی‌موجوود‌دا‌ یوت‌‌‌‌یامز‌طبق‌شیوه

ی‌جکاسووازی،‌بووازده‌بسوویاا‌بووا یی‌دااد‌و‌جملیووت‌‌شووک.‌ایوون‌شوویوه

هوایی‌‌PBMCجکا‌شکه‌دااای‌خلوص‌با یی‌هستنک.‌بز‌‌‌Bهای‌سلول

اضوافز‌شوک‌و‌داصوک‌خلووص‌‌‌‌‌‌CD19بادی‌‌ ز‌جکا‌شکه‌بودیک،‌آیتی

هوا‌دا‌‌‌سوپس،‌سولول‌‌‌داصوک‌بوود.‌‌‌90جکا‌شکه،‌بوا ی‌‌‌‌Bهای‌سلول

‌Roswell Park Memorial Institute 1640محوویط‌ شوووت‌‌

(RPMI1640)‌(BioIdea, USAدا‌فضووا‌‌‌،)Fetal bovine serum‌

(FBS)‌(BioIdea, USAو‌آیتوووووووی‌)هوووووووای‌بیوتیوووووووک‌‌

هوای‌ شوت‌‌‌‌(‌دا‌پلیوت‌BioIdea, USAسیلین/استرپتومایسوین‌)‌‌پنوی‌
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‌ای‌ شووووووت‌داده‌شووووووکیک‌و‌بووووووا‌‌‌‌خایووووووز‌24سوووووولولی‌

Purified anti- human CD40 antibody‌(Biolegendو‌‌)‌

Anti-IgM f(ab)`2یا‌‌LPS‌.تحریک‌شکیک‌

و‌تقویوت‌‌‌Bهوای‌‌‌‌ها،‌بوز‌منیووا‌تحریوک‌سولول‌‌‌‌‌این‌محر 

بوز‌سومت‌‌‌‌Bهای‌‌اسایی‌و‌دا‌یهایت‌تمایز‌و‌دوروویی‌سلول‌پیاک

ها،‌اضوافز‌شوکیک.‌سوپس،‌پلیوت‌ شوت‌سولول‌دا‌‌‌‌‌‌‌‌پلاسمابلاست

وراد‌‌ی‌سایتی‌داجز‌37داصک،‌دمای‌‌CO2‌7-5شرایط‌استایکااد‌)

ایکوبز‌شک.‌سایت‌‌48سایت‌و‌‌24داصک(‌بز‌مکت‌‌90و‌اطوبت‌

هوای‌ شوت‌‌‌‌شناسی‌سولول‌‌بلک‌از‌این‌مکت،‌برای‌اازیابی‌ایخت

براسوی‌شوک.‌دو‌‌‌‌داده‌شکه،‌پلیت‌فاوی‌سلول‌بوا‌میکروسوکو ‌‌

ها‌پنم‌‌او ‌تحریکی‌جهت‌براسی‌دقت‌و‌صحت‌ایعاک‌آزمایش

‌باا‌تکراا‌وردیک.

جهت‌براسی‌‌‌Bهای‌سوسپایسیون‌سلولی‌فاصل‌از‌ شت‌سلول

فلوسایتومتری‌آماده‌شک.‌سرک‌بز،‌بز‌ینوان‌های‌سلولی‌با‌او ‌‌ویژوی

(‌بز‌منیوا‌فومی‌بایوکهای‌غیور‌اختصاصوی‌‌‌‌‌Blockerمسکود‌ ننکه‌)

های‌سطح‌سلول‌و‌جلوویری‌از‌ایعاد‌تکاخل‌دا‌‌ها‌با‌ویریکه‌بادی‌آیتی

ها‌اضافز‌شک.‌سپس،‌یشایگرهای‌سطحی‌‌یتایم‌فلوسایتومتری‌بز‌سلول

های‌اختصاصوی‌ایون‌‌‌‌بادی‌یتیهای‌پلاسمابلاست،‌با‌استفاده‌از‌آ‌سلول

‌PerCP antihuman CD38‌(Biolegend‌،)یشوووایگرها‌شوووامل‌

anti-human CD27 PE‌(Biolegendو‌‌)Anti-human IgM FITC‌

(eBioscince)آمیووزی‌وردیووک.‌جهووت‌فوومی‌بایووکهای‌غیوور‌‌‌‌ایووگ‌

هوای‌متناسوب‌بوا‌‌‌‌‌اختصاصی‌و‌جلوویری‌از‌یتایم‌ اذ ،‌از‌ایزوتایپ

های‌سطحی‌استفاده‌شک.‌او ‌فلوسایتومتری،‌بوا‌اسوتفاده‌از‌‌‌‌بادی‌آیتی

‌افووزاا‌‌و‌آیووالیز‌یتووایم‌بووا‌اسووتفاده‌از‌یوورک‌‌FACS Caliburدسووتگاه‌

Cell Questایعاک‌شک‌.‌

‌

 ها افتهی

سوایت‌موواد‌‌‌‌24-48هوا،‌زموان‌ شوت‌‌‌‌‌دا‌مطاللات‌مشابز‌با‌سایر‌محر 

‌Bهوای‌‌‌(‌و‌یتایم‌فاصل‌از‌ شت‌سولول‌18-19براسی‌قراا‌ورفتز‌است‌)

و‌‌Purified anti-human CD40 antibodyهوای‌‌‌بوا‌اسوتفاده‌از‌محور ‌‌‌

Anti-IgM f(ab)`2یوا‌‌‌LPSی‌فاضور،‌یشوان‌داد‌ وز‌‌‌‌‌دا‌مطاللوز‌‌

هوا‌بوز‌‌‌‌،‌ شت‌سلول‌Bهای‌بهترین‌زمان‌جهت‌تمایز‌و‌تکثیر‌سلول

سوایتز،‌داصوک‌بوا یی‌از‌‌‌‌‌48سایت‌بود‌و‌پس‌از‌ شوت‌‌‌24مکت‌

سوایت‌‌‌24ها‌دچاا‌مرگ‌شکه‌بودیک‌و‌بز‌همین‌دلیول،‌زموان‌‌‌‌سلول

‌هوا‌دا‌موکت‌‌‌‌زمان‌ایتخابی‌دا‌ایون‌مطاللوز‌بوود‌و‌تکوراا‌آزموایش‌‌‌‌‌

طوا‌ ز‌وفتز‌شوک،‌بورای‌جکاسوازی‌‌‌‌‌سایت‌ادامز‌پیکا‌ رد.‌همان‌24

اسووتفاده‌شووک‌ ووز‌دا‌آن،‌‌MACSخووالص‌از‌او ‌‌Bهووای‌‌سوولول

‌داصوک‌بوود‌‌‌‌90جوکا‌شوکه،‌بوا ی‌‌‌‌‌‌Bهوای‌‌داصک‌خلووص‌سولول‌‌

 (.1)شکل‌

‌
 

 ، با استفاده از تکنیک +B CD19های  . لنفوسیت1شکل 

Magnetic-activated cell sorting (MACS)  از 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)  .جدا شدند

 بادی  جدا شده با استفاده از آنتی Bهای  خلوص سلول

Anti-CD19 FITC  به روش فلوسایتومتری مورد بررسی قرار گرفت و

 درصد به دست آمد. 90بالای  ها میزان خلوص سلول

‌

همچنین،‌بر‌اساس‌یتایم‌بز‌دست‌آمکه‌از‌او ‌فلوسوایتومتری‌و‌‌

‌PerCP antihuman CD38هوا‌بوا‌سوز‌یشوایگر‌‌‌‌‌‌آمیوزی‌سولول‌‌‌ایگ

(Biolegendو‌‌)Anti-human CD27 PE‌(Biolegend)و‌‌‌

Anti-human IgM FITC‌(eBioscienceمشووخص‌وردیووک‌ ووز‌‌)

و‌‌Anti-CD40بوز‌هموراه‌یوامول‌محور ‌‌‌‌‌‌Bهای‌‌ایکوباسیون‌سلول

Anti-IgMو‌یا‌‌LPSو‌‌Anti-CD40،ی‌‌هوا‌بوز‌اده‌‌‌تمایز‌این‌سلول‌

؛‌بوز‌طووای‌ وز‌پوس‌از‌‌‌‌‌(11)‌سلولی‌پلاسمابلاست‌اا‌بز‌دیبوال‌دااد‌

‌هوای‌‌.‌الوف(،‌جملیوت‌سولول‌‌‌2)شکل‌‌Bهای‌‌ایتخا ‌جملیت‌سلول

CD38(‌2مثبت‌دا‌این‌جملیت‌باا‌دیگر‌ایتخا ‌وردیک‌)شوکل‌‌‌ ‌.

‌IgMمثبت،‌میزان‌بیوان‌‌‌CD38و‌‌CD19های‌‌سپس،‌دا‌این‌سلولو‌

و‌یا‌‌Anti-IgMو‌‌‌Anti-CD40دا‌هر‌دو‌فالت‌تحریکی‌CD27و‌

Anti-CD40و‌‌LPSج‌و‌د(.‌دا‌2مواد‌براسی‌قراا‌ورفت‌)شوکل‌‌‌‌.

‌-CD19+،‌CD38+‌،IgMیهایت،‌جملیت‌پلاسمابلاست‌بز‌صوات‌

‌دا‌ییر‌ورفتز‌شک.‌+CD27و‌

داای‌دا‌بیووان‌یشووایگرهای‌‌آموواای‌تفوواوت‌ملنوویهمچنووین،‌از‌ییوور‌

‌‌Anti-CD40ها‌دا‌هر‌دو‌فالوت‌تحریکوی‌‌‌پلاسمابلاستی‌دا‌سطح‌سلول

‌.(3مشاهکه‌یشک‌)شکل‌‌LPSو‌‌Anti-CD40و‌یا‌‌Anti-IgMو‌

‌

 بحث

خوون‌محیطوی‌و‌‌‌‌Bهوای‌‌‌هکی‌از‌ایعاک‌این‌مطاللز،‌تحریوک‌سولول‌‌

بوا‌‌‌In vitroی‌سولولی‌پلاسمابلاسوت‌دا‌محویط‌‌‌‌‌هوا‌بوز‌اده‌‌‌تمایز‌آن

های‌متفاوت‌بود‌ وز‌بورای‌ییول‌بوز‌ایون‌هوکی،‌دا‌‌‌‌‌‌‌‌استفاده‌از‌محر 

و‌‌Anti-CD40‌،LPSهوایی‌یییور‌‌‌‌ی‌ شت‌سولولی‌از‌محور ‌‌‌مرفلز

Anti-IgM‌.استفاده‌وردیک‌

91.4% 

CD-19 FITC 
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 و یا  Anti- IgMو  Anti-CD40در دو روش تحریکی با  +CD38و  +IgM- ،CD27ها با استفاده از نشانگرهای  ستپلاسمابلافنوتیپ  .2 شکل

Anti-CD40 ساکارید لیپوپلی و (Lipopolysaccharide  یاLPS )های  مورد بررسی قرار گرفت. الف: نمودار جمعیت سلولB  جدا شده توسط مگنت که بر

ی نشانگر  های بیان کننده گیت شدند. ب: سلول SSc (Side light scatter)( و Forward light scatter) FSCهای داخل سلولی در  اساس اندازه و گرانول

CD38 های  بار دیگر در جمعیت سلولB  گیت شدند. ج: بیان نشانگرهای سطحیCD27/IgM  در روش تحریکی باAnti-CD40  وAnti-IgM های  در سلول

CD19+  وCD38+ های  ارزیابی شد و سلولCD27+  وIgM-  به عنوان جمعیت پلاسمابلاست گیت شدند. د: همچنین، بیان نشانگرهایCD27+  وIgM- 

 به عنوان جمعیت پلاسمابلاست گیت شدند. -IgMو  +CD27های  رزیابی شد و سلولا Anti-CD40 ،LPSنیز، در روش تحریکی با 

‌

های پلاسمابلاست در دو روش  ی میانگین درصد سلول . مقایسه3شکل 

و  Anti-CD40و یا  AInti-IgMو  Anti-CD40تحریکی با 

 (LPS( )050/0 < Pیا  Lipopolysaccharide) ساکارید لیپوپلی

اسایی‌اا‌بز‌‌ی‌آغاز‌پیاک‌ژن‌وظیفز‌ها،‌بز‌ینوان‌یک‌آیتی‌این‌محر 

‌بر‌یهکه‌داایک.‌‌BCRی‌اتصال‌متقاطی‌‌واسطز

،‌مسیرها‌و‌آداپتواهوای‌مسویرهای‌‌‌BCRدا‌پی‌ایتقال‌پیاک‌توسط‌

‌NF-ƘB،‌Phospholipase C یناز،‌‌Ras-MAPاسایی‌یییر‌مسیر‌‌پیاک

(PLC)و‌‌Protein kinase C‌(PKC-β)وردیووک.‌ایوون‌‌فلووال‌مووی‌

برداای‌‌آبشااهای‌ایتقال‌پیاک،‌سبب‌فلال‌شکن‌تلکادی‌از‌یوامل‌یسخز

‌Bهای‌سلول‌‌شویک‌ ز‌دا‌تکامل‌و‌تمایز‌اده‌هایی‌می‌و‌القای‌بروز‌ژن

‌.‌(20)بز‌سمت‌پلاسمابلاست‌و‌پلاسماسل‌یقش‌مهمی‌داایک‌

هوا‌دا‌‌‌آل‌ شوت‌و‌تحریوک‌سولول‌‌‌‌از‌آن‌جایی‌ ز‌شورایط‌ایوکه‌‌

سزایی‌دااد،‌ سب‌چنین‌شرایطی‌بوا‌‌‌ها‌یقش‌بز‌های‌آن‌براسی‌ویژوی

هوای‌بهینوز،‌بوز‌طووا‌قطلوی‌دا‌یتوایم‌‌‌‌‌‌‌‌های‌متفاوت‌و‌دا‌زمان‌محر 

سوزایی‌دااد‌و‌چوون‌‌‌‌فاصل‌شکه‌و‌پیشنهاد‌بهترین‌شورایط،‌توأثیر‌بوز‌‌‌

یابنک‌و‌از‌‌اوتی‌تحریک‌و‌تمایز‌میهای‌متف‌توسط‌محر ‌Bهای‌‌سلول
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بوز‌طووا‌طبیلوی‌دا‌خوون‌‌‌‌‌‌‌Bهای‌ی‌سلول‌های‌تمایز‌یافتز‌سویی‌اده

هوا‌دا‌خوون‌‌‌‌اللواده‌ موی‌از‌آن‌‌‌محیطی‌فضوا‌یکاایک‌یا‌داصک‌فوو ‌

هوا‌‌‌ها‌و‌توأثیر‌آن‌‌محیطی‌وجود‌دااد،‌براسی‌الگوهای‌متفاوت‌محر 

تفاده‌از‌بهترین‌و‌وشای‌محققین‌دا‌اس‌،‌ااهBهای‌‌دا‌بقا‌و‌تمایز‌سلول

‌ها‌خواهک‌بود.‌ترین‌شرایط‌جهت‌ شت‌و‌تمایز‌این‌سلول‌هزینز‌ م

بادی‌و‌همچنین،‌یملکردهای‌‌،‌بز‌دلیل‌تولیک‌آیتیBهای‌‌لنفوسیت

مهمی‌ ز‌دا‌سیستم‌ایمنی‌هومواال‌داایک،‌هموااه‌دا‌مطاللات‌متلوکد‌‌

‌هوا‌و‌‌ژن‌ایوک.‌از‌سووی‌دیگور،‌براسوی‌آیتوی‌‌‌‌‌‌مواد‌توجز‌محققین‌بوده

هووا‌دا‌شوورایط‌‌(‌سووطح‌لنفوسوویتCD markers)‌CDیشووایگرهای‌

شناسی‌تعربوی‌بوز‌منیووا‌‌‌‌‌تحریکی‌متفاوت‌دا‌پزشکی‌بالینی‌و‌ایمنی

ای‌برخوواداا‌اسوت.‌اازیوابی‌‌‌‌‌ها،‌از‌اهمیوت‌ویوژه‌‌‌بنکی‌لنفوسیت‌طبقز

آواد‌ وز‌‌‌،‌ایون‌امکوان‌اا‌بورای‌محققوین‌فوراهم‌موی‌‌‌‌‌‌‌CDیشایگرهای

هوای‌‌‌شور ت‌ ننوکه‌دا‌پاسو ‌‌‌‌‌Bهوای‌‌های‌سلولی‌متفاوت‌سلول‌اده

دهی‌و‌‌ها‌اا‌از‌لحاظ‌خصوصیات،‌الگوی‌پاس ‌ایمنی‌اا‌شناسایی‌و‌آن

قوراا‌دهنوک.‌از‌ایون‌او،‌‌‌‌‌طیملکردهای‌اجرایی‌مواد‌تعزیوز‌و‌تحلویل‌‌

‌Bهوای‌‌‌های‌جکاسازی‌با‌خلوص‌با ‌و‌همچنین،‌تحریک‌سلول‌او 

ی‌بیوان‌‌هموااه‌مواد‌توجز‌محققین‌بوده‌است؛‌بز‌این‌دلیول‌ وز‌الگوو‌‌‌

هوا‌و‌شورایط‌‌‌‌هوا‌دا‌بیمواای‌‌‌یشایگرهای‌سطحی‌و‌تموایز‌ایون‌سولول‌‌‌

‌باشک.‌مختلف‌تحریکی‌متفاوت‌می

تمایز‌ییافتوز‌پوس‌از‌‌‌‌Bهای‌‌ی‌پیش‌او،‌تحریک‌سلول‌دا‌مطاللز

-Antiو‌‌Anti-CD40/LPSهوایی‌یییور‌‌‌‌تخلیص‌با‌استفاده‌از‌محر 

CD40/Anti-IgMهای‌یشان‌داد‌ ز‌دا‌هر‌دو‌فالت‌تحریک،‌سلول‌‌

Bبز‌سمت‌پلاسمابلاسوت‌متموایز‌شوکیک.‌از‌آن‌جوایی‌ وز‌جملیوت‌‌‌‌‌‌‌‌

تمایز‌ییافتوز‌بوود‌و‌بیوان‌یشوایگرهای‌‌‌‌‌‌Bابتکایی‌قبل‌از‌تحریک‌سلول‌

های‌پلاسمابلاست‌پوس‌از‌تحریوک،‌یشوایگر‌تموایز‌‌‌‌‌‌اختصاصی‌سلول

هوای‌‌‌لولبوز‌سومت‌پلاسوما‌بلاسوت‌بوود،‌داصوک‌سو‌‌‌‌‌‌‌‌‌Bهوای‌‌سلول

‌داای‌یکاشت.‌‌‌پلاسمابلاست‌دا‌دو‌او ‌تحریکی‌تفاوت‌آماای‌ملنی

یتایم‌فاصل‌از‌این‌براسی،‌با‌برخی‌از‌مطاللات‌مشابز‌ایعواک‌شوکه‌‌‌

خوایی‌یزدیکی‌دااد؛‌بز‌یحوی‌ ز‌دا‌این‌مطاللات‌ییوز‌بوا‌اسوتفاده‌از‌‌‌‌‌هم

بوز‌‌‌Bهوای‌‌‌های‌متفاوت‌دیگری،‌سبب‌تحریک‌و‌تمایز‌لنفوسیت‌محر 

‌ایک.‌‌‌شکه‌In vitroسلولی‌پلاسمابلاست‌دا‌محیط‌‌ی‌اده

و‌همکووااان،‌بوورای‌تحریووک‌و‌‌Nomuraی‌مشووابهی،‌‌دا‌مطاللووز

‌و‌Anti-IgM CD40و‌‌Anti-CD40از‌‌‌Bهووای‌تمووایز‌لنفوسوویت‌

Interleukin-4‌(IL-4بووز‌ینوووان‌محوور ‌اسووتفاده‌ ردیووک‌‌‌‌‌)(21)‌.

بوز‌هموراه‌‌‌‌IL-21و‌‌IL-4و‌همکااان‌یک‌یوبوت‌از‌‌‌Saitoهمچنین،‌

f(ab)`2 goat anti-Human‌،IgGو‌‌IgMو‌بوواا‌دیگور‌از‌تر یووب‌‌‌

IL-4و‌‌IL-21بووز‌همووراه‌‌‌Anti-CD40بوورای‌تحریووک‌و‌تمووایز‌‌‌‌

.‌(22)ایوک‌‌‌استفاده‌ رده‌و‌یتایم‌مطلوبی‌بوز‌دسوت‌آواده‌‌‌Bهای‌‌سلول

بوز‌منیووا‌‌‌‌Anti-µ f (ab)`2و‌‌LPSدا‌مطاللز‌مشابز‌دیگری‌ییوز‌از‌‌

‌.‌(23)استفاده‌شکه‌است‌‌Bهای‌‌تحریک‌سلول

‌Anti-CD40بز‌همراه‌‌LPSدا‌این‌مطاللز،‌از‌تر یب‌دو‌محر ‌

‌و‌‌Anti-CD40هووای‌اایووم‌ماینووک‌‌ی‌آن‌بووا‌محوور ‌اسووتفاده‌و‌یتیعووز

Anti-IgMهوای‌‌جهت‌تحریوک‌و‌تموایز‌سولول‌‌‌‌‌B‌‌‌‌.مقایسوز‌وردیوک

هوا‌بوا‌اسوتفاده‌از‌‌‌‌‌همچنین،‌بز‌منیوا‌براسی‌و‌اازیابی‌پلاسمابلاسوت‌

هوای‌ضوک‌یشوایگرهای‌سوطحی‌و‌‌‌‌‌‌بادی‌تکنیک‌فلوسایتومتری،‌از‌آیتی

ها‌استفاده‌شک‌ ز‌یتایم‌دا‌خووا‌توجوز‌‌‌‌ی‌پلاسمابلاست‌مشخص‌شکه

هوا‌‌‌و‌مناسبی‌ییز‌بز‌دست‌آمک.‌این‌یشایگرها‌دا‌سوطح‌پلاسمابلاسوت‌‌

(.‌2شویک‌)شکل‌‌بیان‌می‌-‌IgMو‌++CD38+++،‌CD27وات‌بز‌ص

و‌‌CD138توان‌پیشنهاد‌یمود‌ ز‌دا‌مطاللات‌بلوکی،‌یشوایگرهای‌‌‌‌البتز،‌می

CD19بیان‌دا‌سطح‌پلاسمابلاست‌‌(CD138+++و‌‌CD19-بز‌هموراه‌‌‌)

CD38‌،CD27و‌‌IgMییز‌براسی‌شود‌.‌

هوایی‌یییور‌‌‌‌دهک‌ ز‌محر ‌دا‌معموع،‌یتایم‌این‌مطاللز‌یشان‌می

IgMو‌‌CD40یا‌‌LPSو‌‌CD40،سبب‌سریت‌بخشیکن‌بوز‌فراینوک‌‌‌‌

ی‌سوولولی‌‌و‌دا‌یهایووت‌تمووایز‌بووز‌اده‌‌Bهووای‌‌تحریووک‌لنفوسوویت‌

هوا،‌‌‌شویک‌و‌استفاده‌از‌تر یب‌هور‌ وکاک‌از‌ایون‌محور ‌‌‌‌‌پلاسمابلاست‌می

یکاایوک.‌بنوابراین،‌طبوق‌یتوایم‌‌‌‌‌‌Bهوای‌‌‌تفاوتی‌دا‌تمایز‌و‌تحریوک‌سولول‌‌

شود‌ ز‌هر‌دو‌او ‌تحریکی‌بوز‌منیووا‌‌‌‌فاصل‌از‌این‌مطاللز،‌پیشنهاد‌می

‌.دا‌مطاللات‌سلولی‌قابل‌استفاده‌هستنک‌‌Bهای‌تمایز‌و‌تحریک‌سلول

‌

 تشکر و قدردانی

ی‌‌ی‌ ااشناسوی‌ااشوک‌بوز‌شومااه‌‌‌‌‌ی‌دواه‌یاموز‌‌این‌مقالز،‌فاصل‌پایان

باشک.‌از‌‌دا‌دایشگاه‌یلوک‌پزشکی‌اصفهان‌می‌394678طرح‌پژوهشی‌

تمامی‌افرادی‌ ز‌موا‌اا‌دا‌ایون‌تحقیوق‌یواای‌یمودیوک،‌سپاسوگزاای‌‌‌‌‌‌‌

ی‌پزشوکی‌‌‌شود.‌همچنین،‌از‌شواای‌تحصیلات‌تکمیلی‌دایشوککه‌‌می

ی‌فاضر‌‌یلوک‌پزشکی‌اصفهان‌جهت‌پشتیبایی‌مالی‌از‌مطاللز‌دایشگاه

 .وردد‌قکادایی‌می
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Abstract 

Background: Transformation and differentiation of activated B-cell to plasmacells and also memory cells 

depend on signaling from B-cell receptors. The signals from antigen and cytokine receptors on the surface of B 

cells lead to induce the expression of specific transcription factors, which finally determine the fate of B cells.  

Methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated via ficoll gradient and then purified B cells 

were separated using magnetic-activated cell sorting (MACS). Pure B cells were cultured in Roswell Park 

Memorial Institute 1640 (RPMI1640) culture media at the presence of purified anti-human CD40 antibody and 

anti-immunoglobulin M f (ab)´2 or lipopolysaccharide (LPS) and anti-human CD40 antibody that induced B-

cells differentiation to plasmablasts which was assessed with 3 markers (CD38+, CD27+, IgM-) and analyzed 

via flow cytometry. 

Findings: In stimulation of B cells with purified anti-human CD40 antibody and anti-IgM f (ab)´2 or LPS 

through cross-linking B-cell receptor, the majority of B cells remained alive and differentiated to another lineage 

of B cells (plasmablast: CD38+, CD27+, IgM-). There was no significant statistical difference between 

expressions of plasmablast markers in two states of stimulation. 

Conclusion: B cells can be stimulated and differentiated to plasmablasts in vitro similar to in vivo condition. 

However, to achieve the best outcome in the differentiation of B cells, we should consider the nature of 

stimulator, the time of incubation, and the type of stimulators. 
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