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Abstract 

Background Decidua as maternal-fetal contact surface has a completely different immunological 
environment from the maternal peripheral blood. The present study aimed to investigate the 
immunomodulatory activity of molecules secreted by decidual cells on dendritic cells (DCs) function in 
abortion-prone compared with non-abortion-prone mice.  

Materials and Methods: The decidual cell supernatants (DS) were obtained from abortion and 
non-abortion mouse models. Splenic DCs were treated with antigen and DS. Treated DCs were injected 
into mice palms. After 5 days, draining lymph nodes were removed, cultured in the presence of cognate 
antigen, and proliferation of lymphocyte cells was measured by 3H-thymidin incorporation. 

Results: Our results showed that immunosuppressive activity of DS from non-abortion-prone 
mice significantly decrease dendritic cells' ability to stimulate lymphocytes proliferation compared with 
DS from abortion-prone mice (Simulation index (SI) of 4.93 ± 0.34 versus 11.84 ± 0.79).We, also found 
that DS prepared from non-resorption sites compared with DS from resorption sites in abortion-prone 
mice had increased immunosuppressive activity on DC function (SI of 7.31 ± 1.02 versus 2.67 ± 0.49).   

Conclusion: We concluded that immunomodulatory activity of molecules secreted within 
decidual tissue is different between abortion-prone and non-abortion-prone mice. We claimed that these 
molecules, through modulation of DCs function, play crucial role on pregnancy outcome. 
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 مقاله پژوهشی                                                                                                               مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك

 76-89، 1392آذر، )78شماره پیاپی (9، شماره16                         سال                                                                                             

 
 هاي دندریتیک در حاملگی طبیعی و سقط  اثر ریز محیط دسی جوا بر عملکرد سلول

  
  *3، سید محمد موذنی2، مژده صالح نیا1حسن نامدار احمد آباد

  

  .کی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایراني ایمنی شناسی پزشکی، دانشکده علوم پزشادانشجوي دکتر. 1
  .استاد گروه علوم تشریح، دانشکده علوم پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران. 2
  .استاد گروه ایمنی شناسی پزشکی، دانشکده علوم پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران. 3

 1/8/92: تاریخ پذیرش 20/6/92: تاریخ دریافت
 

 چکیده
دسی جوا به عنوان سطح تماس مادر با جنین داراي محیط ایمنولوژیکی کاملاً متفاوت از خون محیطی  :مینه و هدفز

هاي  هاي دسی جوا از منشاء موش هاي ترشح شده توسط سلول در مطالعه حاضر فعالیت تعدیل ایمنی مولکول .باشد مادر می
  . مورد مقایسه قرار گرفت) DCs(هاي دندریتیک ولهاي با حاملگی طبیعی بر عملکرد سل مستعد سقط و موش

هاي با حاملگی  هاي موشی مستعد سقط و موش از مدل) DS( هاي دسی جوا   مایع رویی کشت سلول:ها مواد و روش
  تیمار شده به کف دست موش تزریق DCs.  تیمار شدندDSور همزمان با آنتی ژن و ه ط طحالی بDCs. طبیعی تهیه شد
میزان تکثیر . اي خارج گردید و در حضور آنتی ژنی اولیه کشت داده شدند هاي لنفاوي ناحیه  روز غده5 شده و پس از

  .ها با استفاده از تایمیدین رادیواکتیو سنجیده شد لنفوسیت
 داريی صورت معنه هاي مستعد سقط ب  از منشاء موشDSهاي با حاملگی طبیعی در مقایسه با   از منشاء موشDS :ها یافته

). 84/11 ±79/0 در مقابل 93/4 ±34/0اندیکس تحریک (ها را کاهش داد   براي تحریک تکثیر لنفوسیتDCsتوانایی 
هاي سقط از   تهیه شده از جایگاههاي با جنین سالم در مقایسه با مواردي که این مایع از جایگاهDSهمچنین فعالیت مهاري 

 در مقابل 67/2 ±49/0 اندیکس تحریک( بیشتر است DCsرد هاي مستعد سقط تهیه شده است بر عملک منشاء موش
02/1±31/7 .(  

هاي با  هاي مستعد سقط و موش هاي ترشح شده درون دسی جوا بین موش  فعالیت تعدیل ایمنی مولکول:گیري نتیجه
تیجه  نقشی اساس در تعیین نDCsها از طریق تعدیل عملکرد  ممکن است این مولکول. حاملگی طبیعی متفاوت است

  . کنند حاملگی بازي می
  ها لنفوسیت دندریتیک، هاي  سقط، دسی جوا، سلول:واژگان کلیدي

 
  
  
 
  یران، تهران، بزرگراه جلال آل احمد دانشگاه تربیت مدرس، دانشکده پزشکی، گروه ایمنی شناسی پزشکی ا: نویسنده مسئول٭

Email: Moazzeni@modares.ac.ir  
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  مقدمه
تواند در  نیمه بیگانه جنین میاین حقیقت که پیوند 

دور از خطر در رحم مادر رشد و تکامل ه کمال سلامت و ب
هاي حفاظتی متعدد در  پیدا کند، نشان دهنده وجود مکانیسم

مصونیت ایمنی و حفظ تحمل . جنین است -سطح تماس مادر
هاي موجود در بافت جنینی  ایمنولوژیک در مقابل آلوآنتی ژن

که از دست  گردد در حالی موفق میمنجر به یک حاملگی 
 ها منجر به ایجاد شرایط پاتولوژیک هم رفتن این مکانیسم

  . )1(چون سقط مکرر جنین خواهد شد
ا جنین داراي دسی جوا به عنوان سطح تماس مادر ب

محیط ایمنولوژیکی کاملاً متفاوت از خون محیطی مادر 
هاي ایمنی در بافت  الگوي پاسخ که مشخص شده. باشد می

 ،دسی جوا به عنوان یک بافت مادري بسیار مرتبط با جنین
نقش مهمی در حفظ یا رد ایمنولوژیک جنین نیمه بیگانه بازي 

وضیعت ایمنی ریز محیط دسی جوا تا حد زیادي . )2(کند می
هاي ایمنی و همچنین عوامل  تحت تاثیر فراوانی و نوع سلول

ها و فاکتورهاي رشد  ها، هورمون ترشحی مثل سایتوکاین
هاي حاضر  سلولاز جمله هاي دندریتیک  سلول. )3(باشد می

هاي اخیر بسیار مورد  د که در سالنباش در بافت دسی جوا می
  . ندتوجه محققین قرار گرفته ا

هاي عرضه   دندریتیک موثرترین سلولهاي سلول
هاي  کننده آنتی ژن هستند که حضور آنها براي آغاز پاسخ

هاي ایمنی ذاتی و تطبیقی  ایمنی اولیه و هماهنگ کردن پاسخ
ها با ترشح الگوي متفاوت از  این سلول. باشد ضروري می

طور ه هاي سطحی خاص ب مولکولها و بروز  سایتوکاین
هاي   بکر به سلول+TCD4هاي  فوسیتمستقیم در تمایز لن

TH1هاي   و سلولTH2علاوه بر نقش موثر . )4( نقش دارند
هاي ایمنی،  گیري پاسخ هاي دندریتیک در القاء و جهت سلول

ه هاي ایمنی ب در تنظیم پاسخها داراي نقش موثري  این سلول
هاي اخیر به خوبی  در سال. باشند  میTهاي  واسطه لنفوسیت

هاي  خصوص سلوله هاي دندریتیک ب سلولکه مشخص شده 

 تنظیمی داراي نقش Tهاي  دندریتیک نابالغ با تولید سلول
  . )5(باشند موثري در بروز تحمل ایمونولوژیک می
هاي دندریتیک شروع  همزمان با لانه گزینی، سلول

ها در طول حاملگی در  این سلول. کنند به تجمع در رحم می
بافت دسی جوا حضور دارند اما فراوانی آنها در مراحل 

در مورد اهمیت . )6(باشد مختلف حاملگی متفاوت می
هاي دندریتیک در حفظ حاملگی، پلاکس و همکاران  سلول

 ،هاي دندریتیک از رحم موش نشان دادند که حذف سلول
بلویس و . )7(دهد میزان سقط در آنها را به شدت افزایش می

هاي دندریتیک با تولید  سلولکه همکاران نشان دادند 
 نقش مهمی TGF-β1 و sFlt1ن چو فاکتورهاي رگزایی هم

گیري بافت دسی جوا بازي  در تکثیر، تمایز و شکل
ها در ایجاد تحمل  چنین این سلول هم. )8(کنند می

 نقش  نیزجنینی-هاي جفتی ایمنولوژیک در مقابل آلوآنتی ژن
 Tهاي  ها از طریق القاي سلول مشخص شده این سلول. دارند

 Tهاي  تنظیمی و به حداقل رساندن برخورد لنفوسیت
جنینی نقش مهمی در -هاي جفتی ایمونوژنیک با آلوآنتی ژن

   .)9(نمایند حمل ایمنولوژیک ایفا میالقاي این ت
هاي  هاي دندریتیک تحت تاثیر پیام عملکرد سلول

این . اند دریافتی از ریز محیطی است که در آن قرار گرفته
در  از تماس سلول با سلول یا تواند ناشی هاي دریافتی می پیام

-10(اثر فاکتورهاي محلول ترشح شده در ریز محیط باشد
سو الگوي فاکتورهاي ترشح  که از یک با توجه به این. )12

در حاملگی طبیعی و موارد هاي بافت دسی جوا  شده از سلول
هاي  باشد و از سوي دیگر سلول سقط ایمنولوژیک متفاوت می

 در الگوي  ايدندریتیک دسی جوا نقش تعیین کننده
هاي ایمنی مخاط رحم دارند، در مطالعه حاضر ما براي  پاسخ

هاي بافت دسی  اولین بار اثر فاکتورهاي ترشح شده از سلول
طبیعی و حاملگی مستعد سقط جوا را در دو وضیعت حاملگی 

  . هاي دندریتیک مورد بررسی قرار دادیم بر سلول
  با موش نرCBA/J (H2k) گیري موش ماده جفت

DBA/2 (H2d)گردد، به   که منجر به سقط بالاي جنین می
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. )13(عنوان مدل حاملگی مستعد سقط شناخته شده است
هاي زیادي وجود نقایص مختلف ایمنولوژیک را در  مطالعه

نقایصی که با . )16-14(اند این مدل موشی گزارش کرده
 هاي ایمنی بهبود هاي درمانی بر پایه اصلاح پاسخ دستورالعمل

 گیري موش ماده از سوي دیگر جفت. )18, 17(اند یافته
CBA/J (H2k)هاي نر   با موشBALB/c (H2d) – 

 که با میزان - DBA/2ش  مشترك با موH2dداراي آنتی ژن 
بسیار پایین سقط جنین همراه است به عنوان مدل حاملگی 

با توجه به وجود این . طبیعی مورد قبول قرار گرفته است
ها استفاده   در این مطالعه از این موش،هاي مورد قبول مدل

 . دگردی

  
 ها مواد و روش

  حیوانات
 و BALB/c ماده و CBA/Jخون  هاي هم موش

DBA/2 هفته از انستیتو پاستور تهران 8- 10با سن  نر 
ها در شرایط مناسب از نظر دما،  موش. خریداري گردیدند

) روشنایی - ساعته تاریکی12سیکل ( رطوبت و روشنایی
 مطالعههاي مورد استفاده در این  تمام روش. نگهداري شدند

توسط کمیته اخلاق پزشکی دانشگاه تربیت مدرس مورد 
  . رار گرفتبررسی و تصویب ق

  
  تعیین سن حاملگی موش

از تکنیک تشخیص پلاك واژینال براي تعیین سن 
 در CBA/Jبدین منظور دو موش ماده . بارداري استفاده شد
. ند قرار داده شدBALB/c یا DBA/2کنار یک موش نر 

هاي ماده از نظر   واژن موش،هر روز به کمک پیپت پاستور
دسته از  آن. ار گرفتوجود پلاك واژینال مورد بررسی قر

هاي ماده که از نظر پلاك واژینال مثبت بودند، وجود  موش
اسپرم در ترشحات واژن آنها از طریق تهیه لام اسمیر واژینال 

روز رویت اسپرم در اسمیر واژینال به عنوان . بررسی گردید
  .شدحاملگی در نظر گرفته  5/0روز 

  تعیین نتیجه حاملگی
 به CBA/Jهاي ماده  ش حاملگی مو5/13در روز 

ها برداشته و از  رحم این موش. روش قطع نخاعی کشته شدند
هاي  شمار کل جایگاه. ناحیه آنتی مزومتریال برش داده شد

هاي سقط بر  جایگاه. هاي سقط ثبت شد لانه گزینی و جایگاه
اساس اندازه کوچک، ظاهر نکروز و هموراژیک در مقایسه با 

درصد سقط نیز بر . داده شدندجنین و جفت طبیعی تشخیص 
  :اساس فرمول زیر محاسبه گردید

  
  

  هاي دسی جوا رویی کشت سلول تهیه مایع
از (  حاملگی5/13 در روز CBA/Jهاي ماده  موش

روش قطع ه ب) مدل حاملگی مستعد سقط یا حاملگی طبیعی
 و حم آنها در شرایط استریل خارج شدر. نخاعی کشته شدند

سپس جنین و . مزومتریال برش داده شد از ناحیه آنتی سپس
 ،در ادامه. ندهاي اطراف آن از کپسول جفتی جدا شد لایه

هاي جفتی از دیواره  اي و کپسول مجموعه دسی جواي قاعده
در زیر . رحم جدا و به پلیت استریل انتقال داده شدند

اي با دقت از  میکروسکوپ استریو، دسی جواي قاعده
 با کمک قیچی و پنس، قطعات .هاي جفتی جدا شد کپسول

کوکتل آنزیمی شامل . ریزي خرد شدند دسی جوا به قطعات
گرم در   میلی1با غلظت  D (Roche, Germany)کلاژناز 

 30با غلظت  DNase (Roche, Germany)لیتر و  میلی
 و براي هبه قطعات بافتی افزوده شدلیتر  گرم در میلی میکرو
گراد   درجه سانتی37اي  ساعت در انکوباتور با دم1مدت 

سوسپانسیون سلولی حاصل از هضم آنزیمی از . داري شد نگه
تور سیمی عبور و به ترتیب با بافرهاي فسفات سالین حاوي 

EDTA  پس از مراحل . و فسفات سالین شستشو داده شد
شستشو، رسوب سلولی حاصل در محیط کشت کامل 

RPMI-1640 (Invitrogen, USA) درصد 20 با FCs 
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(Invitrogen, USA)در آمدصورت سوسپانسیون ه  ب .
 میکرولیتر 800 سلول در حجم 4 × 105ها با فراوانی  سلول

اي منتقل   خانه24محیط کشت به هر حفره از پلیت کشت 
.  ساعت در انکوباتور نگهداري شد48پلیت براي مدت . شدند

هاي مختلف  پس از طی زمان انکوباسیون، مایع رویی حفره
 g × 12000 دقیقه در دور 15براي مدت آوري شد و  جمع

مایع رویی جمع آوري شده به عنوان مایع . دگردیسانتریفیوژ 
 سی سی تقسیم و 1هاي دسی جوا در حجم  رویی کشت سلول

  . داري شد گراد نگه  درجه سانتی-70 ردر فریز
رویی   سه نوع مایع،هاي مستعد سقط در حاملگی

 دسی جوا با جنین سالم، دسی جوا کشت متفاوت به ترتیب از
هاي سقط شده  با جنین سقط شده و دسی جوا با مجموع جنین

رویی  هاي طبیعی نیز مایع در حاملگی. دگردیو سالم تهیه 
  . هاي سالم تهیه شد کشت مربوط به دسی جوا با جنین

  
  هاي دندریتیک از طحال موش  تخلیص سلول

ن  پس از نخاعی کردCBA/Jهاي  طحال موش
حیوان در شرایط استریل خارج و با قیچی به قطعات ریز تقسیم 

 و  Dلیتر ترکیب کلاژناز  به ازاي هر طحال، یک میلی. شد
DNaseدقیقه در 45قطعات بافتی به مدت .  اضافه گردید 

سپس قطعات بافتی هضم شده از . ندداري شد انکوباتور نگه
دست آمده  هسوسپانسیون سلولی ب. توري فلزي عبور داده شد

 به روي محیط RPMI-1640پس از دو بار شستشو با محیط 
لایه سلولی از .  و سانتریفوژ شدهگرادیان فایکول منتقل گردید

 میکرولیتر از 25روي فایکول برداشته شد و پس از شستشو 
 Pan DC MicroBeads (Miltenyi آنتی بادي

Biotec, Germany) هاي منوکلونال شامل آنتی بادي( که 
 سلول 1 موشی و آنتی ژن CD11cهاي  علیه مولکول

به )) mPDCA-1(دندریتیک پلاسماسیتوئیدي موشی 
 درجه 4 دقیقه در 15 و براي  شدهسوسپانسیون سلولی افزوده

حاوي ( ها دو بار با بافر ستون سلول. گراد انکوبه شدند سانتی
  . شستشو داده شدند) FCS و EDTAبافر فسفات سالین، 

 ™MiniMACS(  مخصوص ستونآهن رباي

Separator: Miltenyi Biotec, Germany ( بر روي
 ,MS (Miltenyi Biotecسه پایه نصب شد و ستون 

Germany)پس از شستشوي .  در شیار آهن ربا قرار داده شد
پس از . ستون با بافر، سوسپانسیون سلولی به ستون افزوده شد

بافر ستون شستشو عبور سوسپانسیون سلولی، ستون سه بار با 
با خروج کامل بافر ستون در مرحله سوم شستشو، بافر . داده شد

 سی سی به ستون افزوده و پس از 1ستون با حجمی برابر 
 محتویات ستون ،با فشار پیستونجداسازي ستون از آهن ربا و 

تعداد سلول خارج . دگردیدر یک لوله فالکون استریل تخلیه 
.  آنها با کمک تریپان بلو تعیین شدشده از ستون و میزان حیات

  ازهاي دندریتیک با استفاده همچنین میزان خلوص سلول
 ,PE (BD Bioscience متصل به CD11cبادي ضد  آنتی

USA)و دستگاه فلوسایتومتري (BD Bioscience, 

USA)تعیین گردید .  
  

هاي دندریتیک در  بارگذاري آنتی ژن بر سلول
  هاي دسی جوا حضور مایع رویی کشت سلول

 ،هاي دندریتیک تخلیص شده در مرحله قبل سلول
 FCS درصد 10 با RPMI-1640در پلیت حاوي محیط 

 ,Conalbumin (Sigma دو آنتی ژن. کشت داده شدند

USA)و  Turkey Albumin (Sigma, USA) با 
 و مایع رویی حاصل از کشت g/ml 100غلظت یکسان 

 درصد 20 و 10، 5تلف هاي مخ هاي دسی جوا با درصد سلول
هاي دندریتیک بارگذاري شده با آنتی  به محیط کشت سلول

 ساعت در 12- 14هاي کشت به مدت  پلیت. ژن افزوده شد
 زیر گروههاي ،1در جدول . انکوباتور نگهداري شدند

هاي  مختلف طراحی شده در بارگذاري آنتی ژن بر سلول
ي دسی جوا ها رویی کشت سلول دندریتیک و تیمار با مایع

 .نشان داده شده است
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  هاي دسی جوا رویی کشت سلول هاي دندریتیک و تیمار با مایع هاي مختلف مربوط به بارگذاري آنتی ژن بر سلول گروه. 01 جدول 

آنتی  گروه
 ژن

مایع رویی کشت 
هاي دسی جوا از  سلول

 حاملگی طبیعی

هاي  ویی کشت سلولر مایع
دسی جوا از حاملگی 

 مستعد سقط

هاي  رویی کشت سلول مایع
هاي  دسی جوا از جایگاه

سقط در حاملگی مستعد 
 سقط

رویی کشت  مایع
هاي دسی جوا از  سلول

هاي با جنین سالم  جایگاه
 در حاملگی مستعد سقط

1 + - - - - 
2 - - - - - 
 - - -  درصد20و 10، 5غلظت  + 3
 - -  درصد20 و10، 5غلظت  - + 4
 -  درصد20 و 10، 5غلظت  - - + 5
  درصد20 و 10، 5غلظت  - - - + 6

  
هاي دندریتیک  ها با سلول سازي موش ایمن

  ژن  بارگذاري شده با آنتی
هاي دندریتیک بارگذاري شده در مرحله قبل،  سلول

سپس غلظت .  بار با بافر فسفات سالین شستشو داده شدند3
.  تنظیم شدcell/ml 107×1 با بافر فسفات سالین روي سلولی

)  سلول3×105معادل ( میکرولیتر از این سوسپانسیون سلولی 30
  .ها توسط سرنگ انسولین تزریق شد به کف دست موش

 
 )LTT (آزمون ترانسفورماسیون لنفوسیتی

هاي دندریتیک بارگذاري   روز بعد از تزریق سلول5
ت موش، حیوان به روش قطع ژن به کف دس شده با آنتی

غدد لنفاوي زیر بغلی در شرایط استریل . نخاعی کشته شد
سوسپانسیون سلولی حاصل از  .با ته سرنگ له شدندو خارج 

هضم مکانیکی از تور سیمی عبور و به ترتیب با بافرهاي 
 و فسفات سالین شستشو داده EDTAفسفات سالین حاوي 

در محیط  cell/well105  ×2-5/1ها با فراوانی  سلول. شد
 درصد سرم طبیعی موش 5/0  حاويDMEMکشت 

CBA/J هاي  سلول.  خانه کشت داده شدند96 در میکروپلیت
صورت دو مجموعه سه گانه ه دست آمده از هر موش به ب

آنتی ژن ها  در یکی از این مجموعه. کشت داده شدند
Conalbumine   با غلظتg/ml 100 به هر حفره افزوده 

هاي آزمون در نظر گرفته شدند و در  که به عنوان حفرهشد 
مجموعه دیگر این ترکیب آنتی ژنی افزوده نشد و به عنوان 

براي بررسی . هاي کنترل منفی در نظر گرفته شدند حفره
  µg/ml با غلظتPHA ، به سه حفره،صحت سیستم کشت

 .  افزوده شد10

ي  ساعت در انکوباتور نگهدار72پلیت کشت به مدت 
 میکروکوري 1پس از طی زمان مذکور، به هر حفره . شد

اضافه و پلیت ) Amersham, Sweden(تیمیدین رایواکتیو 
.  قرار گرفتCO2 انکوباتور ر ساعت د18کشت به مدت 

 بر روي فیلترهاي ،ها با استفاده از دستگاه هاروستر سلول سلول
Glass fiber (Whatman, USA)هاروست شدند  .

 (Wallac 1410, USA)با دستگاه بتا کانتر cpmمیزان 
  :قرائت شده و اندیکس تحریک از فرمول زیر محاسبه گردید

  
  آنالیز آماري
و براساس  15نسخه  SPSSها توسط نرم افزار  داده

 آزمون آماري و طرفه  واریانس یکآزمون آماري آنالیز
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LSD در این آنالیزها.مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند p-

value  دار در نظر ی اري معناز لحاظ آم درصد 5 کمتر از
صورت ه دست آمد و به  مستقل ب آزمون5نتایج از . گرفته شد

  .   انحراف معیار گزارش شد±میانگین 
  

  ها یافته
  هاي آلوژنیک نتایج میزان سقط در حاملگی

هاي مورد مطالعه  نتایج بررسی میزان سقط در گروه
 ماده که با CBA/Jهاي  موش میزان سقط در  کهنشان داد

) به عنوان حاملگی مستعد سقط (DBA/2هاي نر  موش
داري بیشتر از میزان ی صورت معنه گیري کرده بودند ب جفت

هاي نر   ماده بود که با موشCBA/Jهاي  سقط در موش
BALB/c) جفت گیري کرده ) به عنوان حاملگی طبیعی

 40 سقط میزان سقط در حاملگی مستعد). p>05/0(بودند 
در شکل . ست آمدد  ه درصد ب8درصد و در حاملگی طبیعی 

 نحوه شناسایی جایگاههاي سقط و مقایسه جفت طبیعی و ،1
  .جفت مرتبط با جنین سقط شده نشان داده شده است

  

  
وچک، ظاهر نکروزه و هاي سقط بر اساس اندازه ک جایگاه) الف(.  حاملگی5/13 در روز CBA/Jتشخیص سقط جنین در موش حامله . 1شکل 

جفت مربوط به جنین سقط شده در مقایسه با جفت مربوط به جنین سالم  )ب. (هموراژیک در مقایسه با جنین و جفت طبیعی تشخیص داده شد
 . تر مشخص است تر و ظاهر تیره با اندازه کوچک

  
  هاي دندریتیک از طحال موش تخلیص سلول

  پس از هضمCBA/Jاز طحال هر موش ماده 
پس از انتقال این .  لکوسیت حاصل شد1-5/1 × 108آنزیمی 

هاي تک   شمار سلول،ها روي محیط گرادیان فایکول سلول
پس از . هاي اولیه بود  درصد لکوست20-25اي برابر  هسته

هاي  اي از ستون و حذف سلول هاي تک هسته عبور سلول

CD11c-، هاي طحالی را   درصد سلول5/0-1 در حدود
مطالعه فلوسایتومتري با . دادند  دندریتیک تشکیل میهاي سلول

ها   میزان خلوص این سلولPE متصل به CD11cآنتی بادي 
میزان حیات ). 1نمودار (  درصد نشان داد85را بیش از 

هاي تخلیص شده از ستون با استفاده از تریپان بلو بیش از  سلول
  .  درصد گزارش شد95
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  هاي دسی جوا کشت سلول

 × 105طور متوسط ه اي ب دسی جواي قاعدهاز هر 
هاي دسی جوا در  میزان حیات سلول.  سلول حاصل شد8-6

 ساعته با استفاده از تریپان بلو بیش از 48قبل و بعد از کشت 
ها از رشد وسیعی برخوردار  این سلول.  درصد گزارش شد95

. پوشاندند  ساعت بیشتر سطح چاهک را می48بودند و پس از 
هاي  ي مدور در اندازه بزرگ و کوچک، سلولها سلول
هاي  اي با ظاهر سلول هاي دو هسته  سلول واي شکل ستاره

هاي مشاهده شده در کشت  دندریتیک از جمله سلول
ه ها ب برخی از این سلول). 2شکل (ند هاي دسی جوا بود سلول

هاي  هاي داراي استطاله که مشابه سلول خصوص سلول
 ،هاي اولیه  درصد کل سلول10-20اوانی دندریتیک بودند با فر

 ساعت 48پس از گذشت . متصل به سطح پلیت کشت بودند
هاي مدور بزرگ و همچنین فراوانی  مشخص شد اندازه سلول

  . هاي شبه دندریتیکی افزایش پیدا کرده است سلول

  
اي در  هاي تخلیص شده از دسی جواي قاعده لسلو) الف. (اي در محیط کشت هاي تخلیص شده از دسی جواي قاعده کشت سلول. 2شکل 

هایی در اطراف آنها قابل تشخیص  ها با استطاله برخی از سلول. هایی با سه اندازه متفاوت کوچک، بزرگ و متوسط بود ساعت اول کشت، سلول
  . ها افزایش پیدا کرد لولهاي شبه دندریتیکی در مقایسه با سایر س  ساعت از کشت اولیه، شمار سلول48پس از گذشت ) ب. (بودند

  
هاي دسی جوا بر قابلیت  رویی کشت سلول اثر مایع

  هاي دندریتیک عرضه آنتی ژن توسط سلول
در این مطالعه اثر عوامل محلول ترشح شده از 

هاي طبیعی یا  مربوط به حاملگی( هاي دسی جوا سلول

هاي دندریتیک در  بر توانایی سلول) هاي مستعد سقط حاملگی
ها مورد  هاي اختصاصی آنتی ژن در لنفوسیت  پاسخالقاي

نتایج این مطالعه نشان داد که توانایی . بررسی قرار گرفت
رویی کشت  هاي دندریتیک مجاور شده با مایع سلول
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از منشاء حاملگی طبیعی، ( هاي دسی جواي مختلف سلول
حاملگی مستعد سقط، حاملگی مستعد سقط مربوط به 

هاي مستعد سقط مربوط به  لگیهاي سقط و حام جایگاه
هاي  و آنتی ژن در مقایسه با سلول) هاي با جنین سالم جایگاه

دندریتیکی که تنها با آنتی ژن مجاور شده بودند براي القاي 
داري ی رت معنه صوپاسخ تکثیري اختصاصی آنتی ژن ب

  ).2نمودار () p>05/0 (کاهش یافته بود
هاي دسی  ولرویی کشت سل ها نشان داد مایع بررسی

رویی کشت  جوا از منشاء حاملگی طبیعی در مقایسه با مایع
صورت ه هاي دسی جوا از منشاء حاملگی مستعد سقط ب سلول

هاي  داري از توانایی بالاتري براي سرکوب توان سلولی معن
دندریتیک در القاي پاسخ تکثیري اختصاصی آنتی ژن 

 این دو گروه SIمیزان ). 2نمودار () p>01/0( برخوردار بود
همچنین .  بود84/11 ± 79/0 و 93/4 ± 34/0به ترتیب برابر با 

هاي دندریتیک در القاي پاسخ تکثیري  سرکوب توان سلول
هاي دسی  اختصاصی آنتی ژن توسط مایع رویی کشت سلول

ه هاي با جنین سالم در حاملگی مستعد سقط ب جوا از جایگاه
هاي دسی  ی کشت سلولروی داري  بیشتر از مایعی صورت معن

 هاي سقط در حاملگی مستعد سقط بود جوا از جایگاه
)01/0<p () میزان ). 3نمودارSI این دو گروه به ترتیب برابر 

  . بود31/7 ± 02/1 و 67/2 ±49/0با 
 20 و 10، 5(هاي مختلف  قابل ذکر است که غلظت

هاي دسی جوا از منشاء  رویی کشت سلول مایع) درصد
هاي دندریتیک   یکسان بر توان سلولي اثر،حاملگی طبیعی

هاي دسی  رویی کشت سلول این در حالی بود که مایع. داشتند
 20 و 10هاي  جوا از منشاء حاملگی مستعد سقط با غلظت

.  درصد داشتند5 در مقایسه با غلظت يدرصد اثر مهاري بیشتر
 3 و 2ها، نتایج گزارش شده در نمودارهاي  بر اساس این یافته

هاي دسی   درصد مایع رویی کشت سلول10ربوط به غلظت م
 از آنالیز ،در ضمن هر کدام از نتایج گزارش شده. جوا است

  . دست آمده استه  آزمون مجزا ب5آماري 

  
. ها وسیتهاي دندریتیک در القاي تکثیر اختصاصی آنتی ژن در لنف هاي دسی جوا بر توانایی سلول رویی کشت سلول تاثیر مایع. 2نمودار 

هاي دسی جوا از منشاء حاملگی مستعد  هاي دندریتیک بارگذاري شده با آنتی ژن و تیمار شده با مایع رویی کشت سلول سلول
هاي دسی جوا از منشاء  رویی کشت سلول هاي دندریتیک بارگذاري شده با آنتی ژن و تیمار شده با مایع در مقایسه با سلول) Ag+/ADS(سقط

ها برخوردار بودند  داري توانایی بالاتري براي القاي تکثیر اختصاصی آنتی ژن در لنفوسیتی صورت معنه ب) Ag+/NADS(حاملگی طبیعی
)01/0<p( .هاي دندریتیکی که تنها با آنتی ژن تیمار شده  داري از توان سلولی صورت معنه ها ب این در حالی بود که توان هر دوي این گروه
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نتایج ). -Ag(  به عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شدند،هاي دندریتیک بدون بارگذاري با آنتی ژن سلول. )p>05/0( کمتر بود) +Ag(بودند
   .دست آمده از پنج آزمایش مستقل ب)  انحراف معیار±میانگین ( اندیکس تحریک

  

  
هاي  ها توسط سلول لقاي تکثیر اختصاصی در لنفوسیتتوان ا. مقایسه جایگاه سقط و جایگاه با جنین سالم در یک حاملگی مستعد سقط. 3نمودار 

هاي با جنین سالم در حاملگی مستعد  هاي دسی جوا از جایگاه رویی کشت سلول زمان با آنتی ژن و مایع دندریتیکی که هم
هاي دسی جوا از  لولرویی کشت س زمان با آنتی ژن و مایع هاي دندریتیکی که هم تیمار شده بودند در مقایسه با سلول) Ag+/FADS(سقط

  .)p>01/0( داري کاهش یافته بودی صورت معنه تیمار شده بودند، ب) Ag+/RADS ( در حاملگی مستعد سقطجایگاههاي سقط
  

  بحث
در مطالعه حاضر براي اولین بار اثر عوامل ترشح 
شده از بافت دسی جوا در دو مدل موش با حاملگی طبیعی و 

هاي دندریتیک مورد  ولحاملگی مستعد سقط بر عملکرد سل
هاي دندریتیک تخلیص  بدین منظور سلول. بررسی قرار گرفت

زمان با دو آنتی  طور همه شده از طحال موش با خلوص بالا ب
نین مچ و هTurkey Albumin و Conalbuminژن 

هاي دسی جوا از  رویی کشت سلول هاي مختلف از مایع غلظت
هاي با  موشیا ) CBA/J × DBA/2(هاي مستعد سقط موش

این . مواجه شدند) CBA/J × BALB/c(حاملگی طبیعی
هاي دندریتیک پس از کشت شبانه به کف دست  سلول
 روز گره 5 تزریق شد و پس از CBA/Jهاي ماده  موش

ها در مواجه با آنتی  لنفاوي آنها خارج و میزان تکثیر لنفوسیت

ده  با استفاده از تایمیدین رایواکتیو سنجیConalbuminژن 
  . شد

براي بهتر مشخص بودن نتایج مربوط به اثرات 
هاي دسی جوا بر عملکرد  رویی کشت سلول تعدیل ایمنی مایع

اثري .  از اثر کمکی متقابل استفاده شد،هاي دندریتیک سلول
زمان سلول دندریتیک با بیش از یک  واسطه تیمار همه که ب

هاي  شود و منجر به افزایش توان سلول آنتی ژن میسر می
این ادعا . گردد ها می دندریتیک براي القاي تکثیر در لنفوسیت

زمان دو ترکیب آنتی ژنی توسط   عرضه هم کهوجود دارد
 Tتواند دو جمعیت لنفوسیت  سلول دندریتیک مییک 

. زمان درگیر و فعال نماید طور همه اختصاصی هر آنتی ژن را ب
 عرضه آنتی ژن دنبال فعال شدن در پاسخ بهه  بTهاي  لنفوسیت

 لیگاند CD40 از طریق مولکول ،هاي دندریتیک توسط سلول
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هاي دندریتیک ارسال  هایی را به سلول سطح خود پیام
ها فعال شدن کامل و افزایش ظرفیت  نمایند که این پیام می

ها را در پی خواهد  عرضه آنتی ژن توسط این سلول
  .)19(داشت

نتایج این پژوهش حاکی از تفاوت فعالیت تعدیل 
ایمنی عوامل ترشح شده از بافت دسی جوا در این دو مدل 

هاي دسی جوا  رویی کشت سلول که مایع طوريه ب. موش بود
ي هاي با حاملگی مستعد سقط توانایی کمتر از منشاء موش

هاي دندریتیک در مقایسه با  براي مهار عملکرد سلول
هاي با  هاي دسی جوا از منشاء موش رویی کشت سلول مایع

هاي با حاملگی مستعد سقط  در موش. حاملگی طبیعی داشت
ها حفظ و تعدادي از آنها سقط  طور معمول تعدادي از جنینه ب

لگوي  آیا ا کهحال این سوال مطرح شد). 2نمودار (شوند  می
هاي سقط و  عوامل ترشح شده در بافت دسی جوا در جایگاه

هاي با جنین سالم یکسان است یا خیر؟ براي پاسخ به  جایگاه
هاي  رویی کشت سلول این سوال بافت دسی جوا و بعد مایع

دسی جوا از دو جایگاه سقط و جایگاه با جنین سالم مربوط 
وانایی سرکوب ت. هاي با حاملگی مستعد سقط تهیه شد به موش

رویی کشت  هاي دندریتیک توسط مایع عملکرد سلول
هاي دسی جوا مربوط به جایگاههاي سقط در مقایسه با  سلول
هاي دسی جواي مربوط به جنین سالم  رویی کشت سلول مایع

  ). 3نمودار (دراي کاهش یافته بود ی صورت معنبه 
هاي عرضه  ترین سلول هاي دندریتیک مهم سلول

این . باشند تی ژن در درون بافت دسی جوا میکننده آن
هاي موجود در بافت دسی جوا در طی یک حاملگی  سلول

هاي سلولی و عوامل ترشح شده در  طبیعی تحت تاثیر تماس
هاي خاصی همچون غلبه فنوتایپ   ویژگی،ریز محیط

میلوئیدي به لنفوئیدي، افزایش نسبت فنوتایپ نابالغ به بالغ با 
-IL و تولید بالاتر CD80/86هاي  ز مولکولبیان متوسطی ا

همگی این . دهند  را بروز میIL-12 در مقایسه با 10
هاي دندریتیک تولروژنیک و القاي  ها توسعه سلول ویژگی

هاي جنینی را موجب  حمل در مقابل آلوآنتی ژنت

هاي خاص  در توضیح این ویژگی. )23-20(شوند می
 و  بلویسهاي دندریتیک دسی جوا در حاملگی طبیعی، سلول

هاي  که سلول  بسته به این کهنمایند  ادعا میشهمکاران
دندریتیک در دسی جوا تحت تاثیر چه عواملی قرار بگیرند 

در . باشد فاوت میهاي ایمنی مت توانایی آنها براي القاي پاسخ
هاي تولروژنیک همچون  آمیز محرك یک حاملگی موفقیت

، ویتامین E2 محلول، پروستاگلاندین HLA-Gپروژسترون، 
Dهاي  هاي موجود در محیط دسی جوا مثل سلول  و سلول

NKهاي   و ماکروفاژها منجر به فعال شدن جزیی سلول
موجود در دسی جوا ) Partial activation(دندریتیک 

هاي دندریتیک که تحت تاثیر  این سلول. گردند می
هاي ضد  اند سایتوکاین هاي تولروژنیک قرار گرفته محرك

کنند که سبب القاي تحمل در   تولید میIL-10التهابی مثل 
هاي  همچنین با مکانیسم. گردند جنین می -سطح تماس مادر

 TH2/TH3هاي  متفاوتی همچون تولید سایتوکاین
 تنظیمی منجر به Tهاي  حاملگی و تولید سلولکننده  محافظت

بر . )24(گردند مهار سیستم ایمنی و حفظ تحمل به جنین می
هاي دندریتیک تحت  این اساس کاهش میزان عملکرد سلول

هاي با حاملگی  بافت دسی جوا در موشتاثیر عوامل مترشح از 
، IL-10تواند حاکی از وجود عواملی همچون  طبیعی می

 HLA-G  و، پروژسترونD3، ویتامین E2پروستاگلاندین 
هاي دسی جواي این  محلول در مایع رویی کشت سلول

هاي  این عوامل سبب القاي فنوتایپی در سلول. ها باشد موش
آنها را براي عرضه آنتی ژن و  توانایی واند  دندریتیک شده

  . اند  اختصاصی کاهش دادهTهاي  فعال کردن لنفوسیت
 ،مشخص شده در طی حاملگی ناموفق و سقط جنین

جنین و - در محل تماس مادرNKهاي  ارتشاح گسترده سلول
ها همراه با حضور   توسط این سلولIFN-γتولید سایتوکاین 

رج شدن  سبب خاTNF-αماکروفاژهاي تولید کننده 
هاي دندریتیک از وضعیت تولروژنیک و فعال شدن  سلول

عرضه . گردد  توسط آنها میIL-12ها و تولید  کامل این سلول
هاي التهابی   بالغ سبب تولید سایتوکاینDCوسیله ه آنتی ژن ب
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TH1گردد که منجر به بروز آپوپتوز  ها می  توسط لنفوسیت
هاي  نحراف پاسخهاي تروفوبلاست و سقط جنین و ا در سلول
در تایید این وقایع مشخص شده . )25(شود  میTH1ایمنی به 

هاي دندریتیک موجود در بافت دسی جوا  در مقایسه بین سلول
 ، طبیعیهاي با حاملگی هاي مستعد سقط و موش در موش

 و MHC-II ،CD40 همچون یهای الگوي بیان مولکول
CD86 و فنوتایپ لنفوئیدي یا میلوئیدي آنها متفاوت 

  . )26 ،6(میباشد
مشخص شده علت بروز میزان بالاي سقط در مدل 

هایی که   در مقایسه با موشCBA/J × DBA/2موشی 
هاي  دهند با فنوتایپ سلول میزان سقط کمی را بروز می

-MHCبیان بالاي (اند طور کامل بالغ شدهه دندریتیک که ب

II ،CD80 و ICAM-I (این امکان وجود . باشد مرتبط می
دندریتیک فعال شده بر تحمل القاء شده در هاي  دارد که سلول

هاي پدري غلبه نمایند و سبب القاي رد جنین  مقابل آنتی ژن
نتایج مطالعه حاضر نیز حاکی از افزایش توان . )27(گردند
 Tهاي   براي فعال کردن سلولهاي دندریتیک سلول

هاي  رویی کشت سلول اختصاصی آنتی ژن تحت تاثیر مایع
 هاي با هاي مستعد سقط در مقایسه موش دسی جوا در موش

شک تحلیل عوامل محلولی که  بی. می باشدحاملگی طبیعی 
هاي دندریتیک  سبب بروز فنوتایپ تولروژنیک در سلول

  .نتایج داردگردند، نقش اساسی در بروز این  می
که فعالیت مهاري عوامل ترشح شده  با وجود این

هاي دندریتیک در  هاي دسی جوا بر سلول توسط سلول
هاي با حاملگی طبیعی  هاي مستعد سقط کمتر از موش موش

هاي  بود، ولی با مقایسه این نتایج با نتایج مربوط به سلول
 ه شدیمدندریتیکی که تنها با آنتی ژن تیمار شده بودند متوج

رویی کشت  هاي دندریتیک در مایع  عوامل مهاري سلولکه
هاي مستعد سقط نیز وجود  هاي دسی جواي از موش سلول
چرا با وجود این عوامل مهاري درصد سقط در . دارد

هاي مستعد سقط بالا است؟ در پاسخ به این سوال باید  موش
هاي   لانه گزینی متعددي از توده،گفت در طی یک حاملگی

هاي  در موش. افتد لاستوسیتی در دیواره رحم موش اتفاق میب
که جذب  ها بدون این مستعد سقط برخی از این لانه گزینی

 حال این. گردند شوند منجر به طی نمودن مراحل تکامل می
 حاملگی شروع به جذب شدن 5/8که برخی از آنها نیز از روز 

د که شدت ها این فرضیه مطرح ش با این مشاهده. نمایند می
تواند در نواحی  هاي جنینی می هاي ایمنی به آلوآنتی ژن پاسخ

هاي دسی جواي  مختلف دیواره رحم و به خصوص بافت
هاي  رویی کشت سلول بدین منظور مایع. مختلف متفاوت باشد

دسی جوا از دو جایگاه جنین سالم و جنین سقط شده تهیه شد 
ریتیک هاي دند کرد سلولرویی کشت بر عمل و اثر این مایع

 از افزایش مهار عملکرد کایتنتایج مطالعه ح. بررسی شد
هاي دسی  رویی کشت سلول هاي دندریتیک توسط مایع سلول

جوا از جایگاه جنین سالم در مقایسه با جایگاه جنین سقط شده 
این نتیجه حاکی از عدم توزیع یکنواخت عوامل . داشت

باشد که این  یمهارکنندگی ایمنی در دیواره رحم موش م
تواند تحت تاثیر ارتشاح غیر  توزیع غیریکنواخت خود می

هاي مختلف دیواره رحم  هاي ایمنی در جایگاه یکسان سلول
بر این اساس شاید بتوان گفت ریز محیط به وجود آمده . باشد

تواند در  در محل لانه گزینی جنین در دیواره رحم می
یک توسط مادر سرنوشت آن براي رد یا پذیرش ایمنولوژ

  . نقش داشته باشد
هاي دندریتیک تحت  تغییر فعالیت عملکردي سلول

هاي دسی جوا و اثبات وجود  تاثیر عوامل مترشح از سلول
هاي تعدیل ایمنی این عوامل مترشح در  تفاوت در ویژگی

هاي ایمنولوژیک به خوبی در  هاي طبیعی و سقط حاملگی
رسد  اما به نظر می.  رسیدنتایج حاصل از این مطالعه به اثبات

بررسی توانایی سلوهاي  هاي بیشتر از جمله طراحی مطالعه
 هاي دسی جوا دندریتیک تیمار شده با عوامل مترشح از سلول

در جهت ) در طی حاملگی طبیعی و حاملگی مستعد سقط(
تعیین ،  TH17 و TH1 ،TH2هاي ایمنی  گیري پاسخ
ه با عوامل مترشح از هاي دندریتیک تیمار شد لتوانایی سلو

در طی حاملگی طبیعی و حاملگی مستعد ( هاي دسی جوا سلول
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مطالعه الگوي  و نیز  تنظیمیTهاي  براي القاي سلول) سقط
 Toll likeمثل (هاي شناساگر الگو  بیان سایتوکاینی و گیرنده

receptors (از تیمار با عوامل هاي دندریتیک پس  در سلول
در طی حاملگی طبیعی و (  جواهاي دسی مترشح از سلول

دست ه تواند به تکمیل اطلاعات ب می) حاملگی مستعد سقط
هاي دخیل در  تر شدن مکانیسم آمده از این مطالعه و روشن
 یهاي ایمنی مادر کمک شایان حفاظت جنین در برابر پاسخ

 . نماید
 

 نتیجه گیري
هاي دندریتیک در  با توجه به نقش کلیدي سلول

رسد تغییر الگوي   جنین، به نظر میت بهادر نسبالقاي تحمل م
تواند  هاي دسی جوا می هاي ترشح شده توسط سلول مولکول
هاي دندریتیک و در نتیجه  هاي عملکردي سلول ویژگی

  . سرنوشت حاملگی را تحت تاثیر قرار دهد
  

  تشکر و قدردانی
 دانشجویی دانشگاه پایان نامهاین تحقیق بخشی از 

ه و بدین وسیله نویسندگان این مقاله مراتب تربیت مدرس بود
سپاس و قدردانی خویش را نسبت به معاونت پژوهشی دانشگاه 

هاي پژوهش اعلام  تربیت مدرس به دلیل تامین قسمتی از هزینه
چنین کمال تشکر را از همکاران خویش در  هم. دارند می

گروه ایمنی شناسی دانشکده بهداشت دانشگاه علوم پزشکی 
هاي ارزشمند ابراز  ها و راهنمایی سطه کمکه وا بتهران

  . نماییم می
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