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  يتومتريفلوسا روش به يطيدر خون مح TH17ي ها تيلنفوس درصد نييو تع ييروش شناسا
  

  1سرشكي نسرين
  
  

  خلاصه
 نيا ييشناسا يبرا روش نيبهتر. ده نموداستفاتوان  مي IL-17و  CD4 يها ها از ماركر تيلنفوس رياز سا TH17 يها تيجدا كردن لنفوس يبرا :مقدمه
 ونيانكوباس زمان و كننده كيتحر مختلف مواد يها غلظت TH17 غلظت نييتع يبرا مطالعه نيا در .باشد مي يمترتويلوساروش ف يطيها در خون مح سلول

 .ميكرد يبررس را متفاوت

غلظت در كنار سه  يسلول ونيجدا و سه غلظت متفاوت از سوسپانس كوليبا استفاده از فا يها تيلنفوس ،داوطلب يك نهيهپاري خون  در نمونه :ها روش
 ي درجه 37در ) ساعت 20و  12، 6(و در سه زمان متفاوت ) ياز هر غلظت سه سر( شد داده كشت نيموننس و نيسيونوماي، PMAمتفاوت از 

 .انكوبه شد CO2 طيگراد تحت شرا يسانت

 كروموليم PMA ،5/1 تريل يليم در منانوگر 150كه همراه با غلظت  بود سلول 2 × 106ي سلول ونيدر سوسپانس TH17 يها تيلنفوسدرصد  :ها يافته
 .گرديدساعت انكوبه شده بود، مشخص  12كشت داده شده و  نيموننس تريل يلينانوگرم در م 500و  نيسيونوماي

  .كند نييخود را تع ي نهيموجود روش به يها دستگاه و طيشرا به توجه با ديبا يشگاهيهر آزما :گيري نتيجه
  .نيموننس استات، ستاتيريم فوربول ن،يسيونوماي، TH17 يها تيلنفوس :واژگان كليدي

 
  مقدمه
 يهـا  تياز لنفوس ـ يا مجموعه ريز TH17 يها تيلنفوس

TCD4+ يمقـدار قابـل تـوجه    دي ـتول ليبه دل هستند كه 
IL-17 يبرا نيبنابرا. )1( اند شده يگذار شكل نام نيبه ا 
چـه در   ،هـا  تيلنفوس ريها از سا تيلنفوس نيا كردن جدا

  و  CD4 يهـا  تـوان از مـاركر   مـي  ،خون و چه در بافـت 
IL-17 ني ـا ييشناسـا  يبرا روش نيبهتر. ده نموداستفا 
  . باشد مي يمترتويروش فلوسا يطيها در خون مح سلول

 يري ـگ نـدازه ا يياست كه توانا يروش يتومتريفلوسا
را به ) سلول اغلب( ذرات از خاص تيخصوص نيچند

 شـامل  اتيخصوص ـ ني ـا. باشـد  طور همزمـان دارا مـي  
ذره،  موجـود در  بـات يترك ايذره  يتيذره، گرانول ي اندازه

مشخصـات بـا    ني ـا. باشـد  و شدت فلورسانس ذره مـي 
 شـوند  مـي  نييتع يكيالكترون - يكياپت ستميس كيكمك 

 تـوان  مي TH17 يها تيلنفوس يجداساز يبرا پس. )2(
 هي ـفلورسـنت عل  يهـا  متصل بـه رنـگ   يها يباد ينتآاز 

  . )2( استفاده نمود IL-17و  CD4 يسطح يها شاخص
CD4 در سـطح   ياست كه در حالـت عـاد   يماركر
انجـام   يآن بـه سـادگ   يزي ـآم شـده و رنـگ   انيسلول ب

است كه در حالت فعـال   ينيتوكيسا IL-17 يشود ول مي
سـلول ترشـح    روني ـو بـه ب  دي ـسلول توسط سـلول تول 

 ني ـبـا ا  TH17 صيتشـخ  يعلت بـرا  نيبه هم. شود مي
 يو فعال شود كـه بـرا   كيابتدا سلول تحر ديشاخص با

ــا ــول م  نيــ ــار از فوربــ ــتاتيريكــ ــتات  ســ   اســ
)Phorbol myristate acetate اي PMA(  نيس ـيونومايو 

  از ترشـح  يريجلـوگ  يبـرا  نيهمچن ـ. ميكن ـ استفاده مي
IL-17 ميكن ـ استفاده مـي  نيبه خارج از سلول از موننس .
 ونيانكوباســ يهــا مختلــف غلظــت و زمــان يهــا مقالــه
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به كـار   TH17 يها تيلنفوسدرصد  نييتع يبرا يمتفاوت
مـواد   ي نـه يغلظـت به در اين مطالعه به بررسي . اند برده
 نيـي تع يمناسـب بـرا   ونيكننده و زمان انكوباس كيتحر

   .پرداختيم TH17 يها تيغلظت لنفوس
  
  ها روش

 و هيداوطلب ته كياز  نيهپار يخون حاو سي سي 20
 PBMCيبـرا ( كوليفـا  يچگـال  انيآن به روش گراد 

صورت كـه   نيبه ا. شد يجداساز) يتومتريفلوس زيآنال
 10 .شـد  قي ـرق 2به  1نسبت با  PBSابتدا خون با بافر 

 كوليفـا  يس ـ يس ـ 10شـده بـه    قياز خون رق يس يس
ــافه ــپس و اض ــه  2700 دور در س ) rpm(دور در دقيق

 ـ  PBMCسپس . شد وژيفيسانتر  و پلاسـما  نيهـا كـه ب
 پـت يقرمز قـرار گرفتـه بودنـد بـا كمـك پ      يها گلبول

ــتور ــدند پاســ ــدا شــ ــه. جــ ــد ي در مرحلــ  يبعــ
ــ ــا ونيسوسپانس ــلول يه ــا يس ــ ب   ،2×  105 ي هتيدانس

در  PBMCاز تـر يل يل ـيسلول در م 2×  106 و 1×  106
ــا RPMI1640( كامــل كشــت طيمحــ  مكمــل شــده ب
 100 نيسياسترپتوما ليتر، واحد در ميلي 100 نيليس يپن

سرم  وميكروموكل  2 نيگلوتامليتر،  ميكروگرم در ميلي
تهيـه و  ) گرما با شده فعال ريغدرصد  10 يگاو نيجن
 عنـوان  بـه  نيس ـيونومايبـه اضـافه    PMAهـا   كشتبه 
ترشح  ي كننده مهار عنوان به نيموننس و كننده كيتحر

IL-17 ي درجه 37، اضافه گشت و در به خارج سلول 
 مـواد  ريمقاد .انكوبه شد CO2 طيگراد تحت شرا يسانت

   .آورده شده است 1 ولها در جد كشت به شده اضافه
  

 سلول 2×  106و  1×  106، 2×  105حاوي  سلولي سوسپانسيون به شده اضافه مواد. 1جدول 

هاي تحريك  نفوسيتل
  )شاهد(نشده 

  هاي تحريك شدهلنفوسيت شاهدايزوتايپ

 سلول 2×  105  سلول 2×  105

نانوگرم در  250
  موننسين ليتر ميلي

  سلول 2×  105
 ليتر يلينانوگرم در م 150

PMA 
  يونومايسين ميكرومول 5/1

 ليتر نانوگرم در ميلي 250
  موننسين

  سلول 2×  105
 ليتر نانوگرم در ميلي 150

PMA 
  يونومايسين ميكرومول 1

 ليتر نانوگرم در ميلي 250
  موننسين

  سلول 2×  105
 ليتر نانوگرم در ميلي 150

PMA 
  يونومايسين ميكرومول 5/0

 رليت نانوگرم در ميلي 250
  موننسين

  سلول 1×  106  سلول 1×  106
نانوگرم در  500
  موننسين ليتر ميلي

  سلول 1×  106
 ليتر نانوگرم در ميلي 150

PMA 
  يونومايسين ميكرومول 5/1

 ليتر نانوگرم در ميلي 500
  موننسين

  سلول 1×  106
 ليتر نانوگرم در ميلي 150

PMA 
  يونومايسين ميكرومول 1

 رليت نانوگرم در ميلي 500
  موننسين

  سلول 1×  106
 ليتر نانوگرم در ميلي 150

PMA 
  يونومايسين ميكرومول 5/0

 ليتر نانوگرم در ميلي 500
  موننسين

  سلول 2×  106  سلول 2×  106
نانوگرم در  1000
  موننسين ليتر ميلي

  سلول 2×  106
 ليتر نانوگرم در ميلي 150

PMA 
  يونومايسين ميكرومول 5/1

 ليتر نانوگرم در ميلي 1000
  موننسين

  سلول 2×  106
 ليتر نانوگرم در ميلي 150

PMA 
  يونومايسين ميكرومول 1

 ليتر نانوگرم در ميلي 1000
  موننسين

  سلول 2×  106
 ليتر نانوگرم در ميلي 150

PMA 
  يونومايسين ميكرومول 5/0

 ليتر نانوگرم در ميلي 1000
  موننسين

   .انجام شد CO2 طيشرا تحت گراد يسانت ي درجه 37 در ساعت 20 و 12 ،6 مدت به ها آن ونيانكوباس و يسر سه در كشت نيا ي تهيه
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 5 يها ها به لوله چاهك يمحتوا ون،يبعد از انكوباس
 5 يبـرا  قـه يدور در دق 1500منتقـل و دردور   يس يس
ــهيدق ــانتر ق ــدند وژيفيس ــاز ا. ش ــلول ني ــرا س ــا ب  يه

 يو داخـل سـلول   يسـطح  يهـا  شـاخص  يزي ـآم رنگ
  .داستفاده ش

 ختـه يهـا ر  هـا داخـل لولـه    سلول ،يزيآم رنگ يبرا
. بافر فسفات شسته شـدند  نيمرتبه با سال كيشدند و 

از شركت ( CD4 ومنيه يآنت FITC تريكروليم 3سپس 
BD PHARMINGEN (يها اضافه شد و در دما به آن 

. انكوبه شـدند  قهيدق 30به مدت  گراد يسانت ي درجه 4
 يتـدا بـا كمـك بافرهـا    هـا اب  مدت، سـلول  نيبعد از ا

ــ ــده و نفــوذ پــذ كسيف ــده  ريكنن   كــه از شــركت (كنن
BD PHARMINGEN و ) شــدند يداريــخر كــايآمر

شـركت سـازنده،    ي العمل گفتـه شـده   مطابق با دستور
  . شدند ريبعد نفوذپذ ي و در مرحله كسيف

 ومنيه يآنت PE يدرون سلول يباد يآنت تريكروليم 5
IL-17A  يحـاو  ي به لولـه PBMC ضـافه و پـس از   ا
  .شدند زيآنال BD يتومتريبا دستگاه فلوس ون،يانكوباس

  
  ها افتهي

در  +IL-17و  +CD4 يهــــا تيدرصــــد لنفوســـ ـ
 6كـه   ييهـا  تي ـكشـت داده شـده در پل   يها تيلنفوس

در . صـفر بـود  نزديـك بـه   ساعت انكوبه شـده بودنـد   
سـاعته داشـتند    20 ونيانكوباس ـ ي دوره كه ييها كشت

 يتومتريفلوسـا  زينشـد و آنـال   مشخص يتيلنفوس چيه
  . اند ها دچار مرگ شده سلول ي داد كه همه نشان 

 شـده  انكوبـه  سـاعت  12 مدت به كه ييها كشتدر 
 1×  106سـلول و   2×  105 يسلول يها غلظت در بودند

 شـاهد بـا   سـه يدر مقا +CD4 يهـا  سلول درصد سـلول 
 جـه يبـود و در نت  افتـه ينشده به شدت كـاهش   كيتحر

 در بي ـترت بـه  زي ـن +IL17و  +CD4 يهـا  لسـلو  زانيم
  . شد مشخص درصد دهم و صفر حدود
در  +IL17و  +CD4 يها تيلنفوس درصد نيشتريب
 ي ي با دانستيهسلول ونيمشاهده شد كه سوسپانس يكشت
ــلول در 2×  106 ــت س ــا غلظ ــر  PMA يه  150براب

 كرومـول يم 5/1برابر  نيسيونوماي تر،يل يلينانوگرم در م
 12 مـدت  به تريل يلينانوگرم در م 500رابر ب نيو موننس
  .)1 شكل( بود شده انكوبه ساعت

  
  بحث

ــانتــايج حاصــل از  مطالعــه نشــان داد كــه در زمــان  ني
 يها فرصـت كـاف   كمتر از شش ساعت سلول ونيانكوباس

ساعت  20شدن را نخواهند داشت و زمان  كيتحر يبرا
 يمـرگ سـلول   ني ـا. ها خواهد شـد  منجر به مرگ سلول

كننده  كيمواد تحر ياثر سم ايآپوپتوز و  ليبه دل تواند يم
مطالعـات   بمطل ـ ني ـا دني ـفهم يبـرا . باشد نيو موننس

  . لازم است يشتريب
مشـخص كـردن    يكه بـرا  ميكار نشان داد نيدر ا ما

 يطيدر خون مح +IL17و  CD4+ يها تيدرصد لنفوس
ــه روش فلوســا ــر يتومتريب ــان  نيبهت ســاعت و  12زم

نانوگرم در  150برابر  PMA يها ، غلظتغلظت نيبهتر
 نيو موننس ـ كرومـول يم 5/1برابر  نيسيونوماي تر،يل يليم

 2×  106 يو غلظت سلول تريل يلينانوگرم در م 500برابر 
  .سلول بود

Cheng يهـا  و همكاران از غلظت PMA   50برابـر 
و  كرومـول يم 1برابـر   نيس ـيونوماي تر،يل يلينانوگرم در م

 4 ونيو انكوباس تريل يلينانوگرم در م 500برابر  نيموننس
 يسـلول بـرا   2×  106 يسـلول  ونيساعت و سوسپانس ـ

 +IL-17و  +CD4 يهـا  تيمشخص كردن درصد لنفوس
  ). 3(استفاده نمودند  يطيدر خون مح
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  يتومتريفلوسا يا نمودار نقطه. 1 شكل

A :نشده كيسلول تحر 2×  106 يسلول ونيسوسپانس  
B:  106  ×2  ،تريل يلينانوگرم در م 150سلول PMA، ونيساعت انكوباس 6و  تريل يلينانوگرم در م 250 نيموننس كرومول،يم 5/1 نيسيونوماي  
C :106  ×2 تريل يلينانوگرم در م 150، سلول PMA، ونيساعت انكوباس 12و  تريل يلينانوگرم در م 250 نيموننس كرومول،يم 5/1 نيسيونوماي  
D :106  ×2  ،تريل يلينانوگرم در م 150سلول PMA، ونيساعت انكوباس 12و  تريل يلينانوگرم در م 250 نيموننس كرومول،يم 5/1 نيسيونوماي  
E :106  ×2  ،تريل يلينانوگرم در م 150سلول PMA، ونيساعت انكوباس 12و  تريل يلينانوگرم در م 250 نيموننس كرومول،يم 5/1 نيسيونوماي  

  
Rong  مشـابه   يهـا  غلظتنيز همكاران وCheng  را
ها  سلول نيمشخص كردن ا يساعته برا 5 ونيبا انكوباس

  ). 4(به كار بردند 
انجام شـده اسـت كـه از     يگريمطالعات مختلف د

 يمتفـاوت  ونيانكوباس ـ يهـا  متفاوت و زمان يها غلظت
 جـه ينت نيچن ـ توان يم نيبنابرا). 5-7(اند  استفاده كرده

 نيبهتـر  دي ـدر شروع كار با يشگاهياگرفت كه هر آزم
مشـخص   يرا بـرا  ونيزمان انكوباس ـ نيغلظت و بهتر

  .كند نييتع يطيدر خون مح TH17كردن درصد  
  

  تشكر و قدرداني
ــا ــكر از  ب ــانمتش ــ خ ــ هيراض ــور يعل ــروه  پ از گ
 ـ يها يهمكار خاطر به يشناس يمنيا  در كـه  يفراوان
با حمايت اين مطالعه  .داشتند سندهينو با مطالعه نيا

 معاونت آموزشي دانشگاه علوم پزشكي اصفهان مالي
  .انجام شد
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Abstract 

Background: CD4 and IL-17 markers can be used for separating TH17 lymphocytes from the popula-
tion of CD4+ lymphocytes. The best technique for detecting TH17 cells in peripheral blood is flow cy-
tometry in which the cells need to first be activated by phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and io-
nomycin. Moreover, monensin is used in order to prevent interleukin 17 (IL-17) secretion out of cells.  

Methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were separated from freshly isolated hepari-
nized venous blood by centrifugation on a Ficoll-Hypaque (Lymphopreb, Sigma, USA) density gra-
dient. Cell suspension was prepared in three concentrations and cultured with three concentrations of 
PMA, ionomycin and monensin (each concentration was prepared in three series). Then these were 
incubated for 6, 12, and 20 hours. 

Findings: The percentage of TH17 cells was detected by culture of 2 × 106 cells/ml of peripheral 
blood mononuclear cells with 150 ng/ml of phorbol 12-myristate 13-acetate, 1.5 μM of ionomycin, and 
500 ng/ml of monensin and incubation at 37oC in a humidified and 5% CO2 atmosphere for 12 hours.  
Conclusion: Optimum procedures have to be determined based on the instruments and conditions of 
each laboratory. 
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