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 چکیده

روش  ،مطالعه ینا در. باشدمیسراسر کشور  در یکژنت یهایشگاهها در آزماآزمون ینو پرکاربردتر ینترباز محبو یکی یوتایپکار :مقدمه

انجام  یفیتتا ک شدندادغام  یکدیگر( با :Platelet Rich Plasma PRP) پلاکت از غنی پلاسمای درمانی روش و کاریوتایپ یصیتشخ

کم  یاربس هاآنبه  کنندگانمراجعهکه نمونه خون  یکژنت هایآزمایشگاهروش در  اینذکر است که  شایان. یابد بهبود کاریوتایپ آزمون

با هدف  حاضرمطالعه  شده،یانتوجه به موارد ب با. باشدمی یاتیح دارد، وجود آزمونانجام  برای میک هایسلولتعداد  یا و بوده

 از پلاکت انجام شد. یغن یتوسط روش پلاسما یوتایپانجام کار یبرا یتلنفوس یهالکشت سلو یسازینهبه

 روش از ،صورت گرفت نفر 37در ارتباط با  9314ل شهرکرد و در سا یدولت شگاهکه در دان حاضر کاربردی پژوهشدر  ها:مواد و روش

:Red  RBC) قرمز هایسلول( و کاهش WBC: White Blood Cell) سفید هایسلول یشجهت افزا در( PRP) پلاکت از غنی پلاسمای

Blood Cell )گردید ادهاستف لنفوسیتی هایسلولبهبود کشت  منظوربه یکشت سلول یطدر مح غیرضروری و مزاحم عوامل دیگر و. 

به  نسبت ترشفاف کاملاً زمینهپسو  یعال بسیار کیفیت دارای شدند، تهیه روش ایناز  استفاده با که کاریوتایپ نهایی هایلام :هایافته

 معمول روشبه  نسبت یشتریب یهامکروموزو هایدسته یی،نها ید. لازم به ذکر است که در اسلابودند یوتایپروش معمول انجام کار

 .داشت وجود کاریوتایپ جامان

 تردقیقو  ترآسان یاررا بس هاکروموزومساختار  مورد در مطالعه کاریوتایپ، اسلایدهای در هاکروموزوم بهتر کیفیت :یریگجهینت

بهبود  را وتایپیمخصوص کار یافزارهامها توسط نرآن یزآنال کاریوتایپ، اسلایدهای در هاکروموزوم بیشتر کمیت دیگر سوی از .نمایدمی

 .ساختتر خواهد یقرا دق یسلول یسمموزائ یصو تشخ بخشیده

 

  PRP یت،لنفوس سلول کشت کاریوتایپ، ،از پلاکت یغن یپلاسما کروموزومی، آنالیز :یدیکل کلمات
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 مقدمه
قرار  DNA یماده وراثت ،بدن انسان هایسلول هسته در

فشرده  یه وراثتماد ینا سلولی، چرخه از ایمرحلهدارد. در 

 کند؛می یجادبه نام کروموزوم را ا ییشده و ساختارها

 که دارد وجودانسان  درجفت کروموزوم  23 که طوریبه

 جنسی جفت یک( و یرجنسی)غ اتوزوم هاآناز  جفت 22

 متخصصان توجه مورد دیرباز از هاکروموزوم یبررس .هستند

 هایبیماری و هاسندروماز  یاریبس زیرا است؛ بوده ژنتیک

از  هستند؛ تشخیصقابل هاکروموزوم یصرفاً با بررس یکیژنت

 اندشده ایجاد هاکروموزوم بررسی برای هاییروش ،رو ینا

به زبان  یوتایپنام دارد. کار یوتایپکار هاآن ترینفکه معرو

فرد است که در آن  یک هایکروموزوماز  یریتصو ،ساده

 (.9) شودمیشخص م هاکروموزومتعداد و ساختار 

 بدن هایسلول مختلف انواع از توانمیرا  کاریوتایپ

 از آن یهته یوتایپ،انجام کار ین. شکل روتنمود تهیه

. باشدمی هالنفوسیت همچون یخون یدسف هایسلول

 افزارهاینرمتوسط  معمولاً کاریوتایپ نهایی گزارش

 زهامرو. شودمی یجادا دهندهگزارشو  کنندهمرتبمخصوص 

 در تشخیصی هایروش پرطرفدارترین از یکی کاریوتایپ

 آزمون. باشدمیکشور  هایآزمایشگاهو  یکمراکز ژنت

 یمارانب اغلببا  ارتباط در ما کشور در یوتایپکار

 انجام مشاورهمورد  یناز زوج یاریبس یو حت کنندهمراجعه

 اینانجام  سازیبهینهبه بهبود و  نیاز رو این از شود؛می

 (.9) دارد وجود هاکروموزوم ینگو باند مونآز

 سازیبهینه راستای در بسیاری مطالعات تاکنون

 جهت در هاآن بیشتر کهاست  گرفتهصورت  هاکروموزوم

:High Resolution  HRK) بالا رزولوشن با کاریوتایپ تهیه

Karyotype) که  یینها کارراه هیچ متأسفانه و اندبوده

 باشد، داشته کاربرد هاآزمایشگاهو  هامونهن تمام یبتواند برا

 یندر ا موجودمشکلات عمده  با ارتباط درارائه نشده است. 

که  یسلول هاینمونهمتفاوت  هایکیفیت به توانمی ینهزم

 یفیتکنترل ک بودنسخت شوند،میگرفته  یماراناز ب

 هایدستگاهو  هاآزمایشگاهمتفاوت  یطشرا و هانمونه

 بیشتر رو این از کرد؛ اشاره هازمایشگاهآ در ختلفم

روش معمول با رزولوشن  ازکشور  یکژنت هایآزمایشگاه

در   HRKمانند بهینه هایروش و کنندمی استفاده پایین

 .(2،3) اندنیافتهرواج  هاآزمایشگاه

 شود ارائه هاییروشکه  بود آن بر یسع مطالعه ینا در

بوده و  سازیهپیادقابلکشور  هایآزمایشگاه یشترب در که

 یخون افراد نمونه در یخون هایسلولصورت کمبود  در

 هایسلولنقص  یدارا یمارانکودکان و ب نوزادان، مانند

نشود و  ایجاد کاریوتایپ یینها یجهنت در اختلالی خونی،

 یدبرخوردار باشند. ام یمطلوب یفیتاز ک یینها یدهایاسلا

 یندر ا یوتایپکار یفیو ک یاست در صورت بهبود کم

 یاز بررس پس تریمناسبو  یشتراطلاعات ب ،مطالعه

و  یردقرار گ یکمتخصصان ژنت یاردر اخت هاکروموزوم

 یکوچک کروموزوم اختلالات با ژنتیکی هایبیماری

 ترآسان یسلول یسمموزائ بررسیباشند و  تشخیصقابل

بهتر و  یصتشخ ژنتیک، متخصصان طریقبدین تا گردد

 شایان. آورند دستبه یوتایپکار یبررس از را تریمطمئن

 کاریوتایپ آزمونزمان انجام  ،روش ینذکر است که در ا

با سرعت  بتوانند یکژنت هایآزمایشگاه تا یابدمیکاهش 

قرار دهند.  یمارانب یاررا در اخت ییجواب نها یشتریب

 حذف دلیلبه  کاریوتایپ آزمونانجام  ینههز براین،علاوه

( کاهش FBS: Fetal Bovine Serum) گاوی جنین سرم

 یبرا یمارانبه ب یکمتر یفشار مال یق،طر ینا از تا یابدمی

 (.4،5) شود وارد آزمون ینا انجام

 

 هامواد و روش

در دانشگاه  9314در سال  حاضر کاربردی مطالعه

صورت گرفت.  نفر 37 با ارتباط درشهرکرد  یدولت
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 هر ازو  سنی مختلف هایگروهاز  داوطلب 37 منظور،ینبد

 یروش تصادف به یریگهنمون انتخاب شدند. جنس دو

 افرادتقسیم مساوی  باحجم نمونه  وصورت گرفت  یاهطبق

 اززن  پنجمرد و  پنج منظور،ین. بدشد تعیین هاگروهمیان 

 02تا  55سال و  54تا  30سال،  33 تا 98 سنی گروههر 

به  محیطی خون نمونه رلیتمیلی 5 و شدند انتخابسال 

 یان. شاگردید تهیه هانآ از( خلا نوجکتروش بسته )لوله و

 ؛گرفته شد یطیدو نمونه خون مح فرد هر ازذکر است که 

 لیتریمیلی 5سبز  ونوجکت لوله در نمونه یک که طوریهب

 هایسلولکشت  یبود که برا سیترات هپارین حاوی

 مورد کنترل گروه عنوانبهبه روش معمول  یتلنفوس

از  ونوجکت لوله در دیگر نمونه برای و گرفت قرار استفاده

به  یتلنفوس هایسلولکشت  برای PRPمخصوص  یتک

بهره  مطالعه مورد گروه عنوانبه شدهسازییبهینهروش 

 گرفته شد.

از پروتکل ساده کشت  یوتایپکار انجام معمول روش در

تا  277 منظور،بدین. گرددمی استفاده لنفوسیتی هایسلول

 یتمام یکه حاو ینههپار یطیخون مح یکرولیترم 377

کشت  برای باشد،میخون  یو پلاسما یخون هایسلول

کشت کامل  یطمح یحاو که T25فلاسک کشت  به سلولی

. در روش یدگرد اضافه است، یگاو ینسرم جن یدارا

 از تنها انتخابی، صورتبه یوتایپکار انجام شدهسازیبهینه

 استفاده سلولی کشت برایخون  یاز اجزا هاییتقسم

جدا  یفیوژتوسط سانتر خون اجزای منظوربدین. شودمی

و  هایتخون که شامل: لنفوس یدسف هایسلول. گردیدند

 یطمح یکه حاو T25هستند به فلاسک کشت  هامنوسیت

 در. گردیداضافه  ،بود یگاو ینکشت کامل و فاقد سرم جن

 PRPمخصوص  هایلوله ازخون  یسماو پلا پلاکت ادامه،

هر لوله مخصوص  یذکر است که به ازا شایان. شد استخراج

PRP، آمد دستبهو پلاکت  پلاسما لیترمیلی 2مجموع  در 

به فلاسک  یساز پلاکتلبا محلول فعا سازیفعالکه پس از 

 .گردیدفوق اضافه  T25کشت 

خون  یاجزا یوتایپ،کار انجام شدهسازیبهینهروش  در

 هالنفوسیتکشت  برای کاملاً سلول، کشت در کاررفتههب

 خونی قرمز هایسلول مانند اضافه اجزایو  هستند مناسب

در  که باشدمی ذکر شایان. شوندنمی وارد کشت محیط در

 در است؛ یگاو ینجن سرمکشت فاقد  یطمح ،روش ینا

 اجزای تمامی یوتایپ،کار انجام معمول روش در که صورتی

کشت وارد  یطقرمز خون در مح هایسلولاز جمله  ینخو

  .باشدمی گاوی جنین سرم یکشت دارا یطو مح هشد

 

 کامل کشت محیط تهیه روش

استفاده  2کلاس  ینارکشت از هود لام یطمح یهته برای

 00ابتدا  کامل، کشت محیط لیترمیلی 977 یهته ی. براشد

 لیترمیلی 27 با RPMI1640 یکشت سلول یطاز مح لیترمیلی

 9 ادامه، در و گردید مخلوط( FBS) یگاو یناز سرم جن

 بیوتیکآنتی لیترمیلی 9 و( Glutamaxگلوتامکس ) لیترمیلی

Pen/Strep  لیترمیلی 9 نهایت، در. شدبه آن اضافه 

 یبترک به( PHA: Phytohemagglutinin) فیتوهماگلوتینین

شود. لازم به کشت کامل حاصل  یطتا مح گردیدبالا اضافه 

 کردناضافهبه  نیازی شدهسازیبهینهروش  در کهذکر است 

آن از سرم خود  یو به جا ندارد وجود گاوی جنین سرم

. درصد شودمیدر آن استفاده  شدهفعال هایپلاکتو  یمارب

در هر دو  کاملکشت  یطمح یهته برایمورد استفاده  مواد

 .(3،0) است شده داده نشان 9جدول  درروش 

 

 یخون یهاسلول یبر رو پیوتایکار انجام

 هایسلول خونی، هایسلول از کاریوتایپ تهیه برای

 یهته برایپژوهش حاضر  در. باشندمیمناسب  یتیلنفوس

 شد انجام زیر شرح به مرحله شش یوتایپ،نوع کار ینا

(99-8:)  

 گیرینمونه .9
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 سلولی کشت .2

 هاروست یا برداشت .3

 اسلایدینگ یا گیریلام .4

 کروموزوم آمیزیرنگو  دینگبان .5

 میکروسکوپ زیر نهایی یداسلا آنالیز .3

 آوریجمع(: Sampling) گیرینمونه اول مرحله. 9

 سرسبز ونوجکت یا نسبی خلا هایلولهخون با استفاده از 

 هولدر و دوطرفه نیدل توسط و سیترات هپارین دارای

 برای. شدخون گرفته  لیترمیلی 5 یتو در نها گرفتصورت 

 در و خون میکرولیتر 377 بزرگسالان، در کاریوتایپ تهیه

 ونوجکت لوله داخل خون از میکرولیتر 277 کودکان،

در همان لوله  یشتکرار آزما برای آن یو مابق شد برداشته

 ذکر به لازم. گردید ینگهدار یخچالضد انعقاد در  یحاو

 ینبهتر دارایساعت  02 تا تنها شدهگرفتهکه خون  است

 خاطرنشان باید .باشدمی یسلول کشت برای یسلول یتفعال

بوده  یفاقد آلودگ ونوجکت، یریگنخو یهاهلول که ساخت

 یهاهلول یلهخون به وس آوریجمعمصرف هستند.  بار یکو 

سرعت  جمله از هایییتبا توجه به مز ونوجکت یریگنخو

کمتر خون  یزو همول محیطی یآلودگ عدم، یشترعمل ب

 یشگاهیدر مراکز آزما یسرنگ یریگنش خوبه رو نسبت

قرار  مورد استفاده یهماتولوژ هایآزمونانواع  برای

 یخلا نسب وجود دلیلخون به  ،روش ین. در اگیردمی

 که طوریبه ؛شودیم وارد لوله به رگ ازها هموجود در لول

 طرف یکو  گشتهدارنده متصل هنگ بهابتدا سوزن دوطرفه 

پوشش  ،سوزن یگرو سمت د رددگمیوارد رگ  سوزن

اختلاف  یلتا به دل نمایدمیخلا را سوراخ  لوله یکیپلاست

 یدهمک لولهخون به داخل  ،لوله و رگ یانفشار موجود م

 یزاناست که م آنها هلول ینتوجه در مورد الشود. نکته قاب

 بیشتری سالم هایسلولو  یافته کاهش ،شدهیجادا یزهمول

 .داشت خواهد وجود سلولی کشت برای

 ی،(: در مرحله کشت سلولCulture) کشت مرحله. 2

 دومرحله  ینا در. باشدمی نیاز موردکشت کامل  یطمح

از نمونه انجام شد که در گروه  یکشت سلول مجزای گروه

و در گروه دوم از پروتکل  ندارداول از پروتکل استا

 ارتباط، در گروه ینا در. گردید استفاده شدهسازیبهینه

 لیترمیلی 5به  ینهخون هپار یکرولیترم 377اول ابتدا 

در فلاسک کشت  شدهساختهکامل  استانداردکشت  محیط

 یدسف هایسلولگروه دوم  در. گردیداضافه  T25 یسلول

 سانتریفیوژ از پسلوله ونوجکت  در موجود یخون

 ینکشت کامل فاقد سرم جن یطو به مح شدند جداسازی

 در. گردیدنداضافه  T25 یلولدر فلاسک کشت س یگاو

خون از لوله ونوجکت  یو پلاسما پلاکت لیترمیلی 9ادامه، 

محلول  یکرولیترم 977شد و با  داسازیج PRPمخصوص 

به فلاسک  یتدر نها و گردیدمخلوط  یساز پلاکتلفعا

 هایفلاسک بعد،مرحله  دراضافه شد.  T25 یکشت سلول

 در و شدندر داده کشت هر دو گروه درون انکوباتور قرا

ساعت انکوبه  02مدت  به گرادیسانت درجه 30 دمای

 یستمس یذکر است که انکوباتور دارا شایان. گردیدند

و در طول  بود یداخل یتورمجهز به روتو  2COکنترل 

 کنترلدرصد  5 رویهمواره  2CO یزانم ی،کشت سلول

 روز هرکشت  یطنکته ضرورت دارد که مح ینا ذکر. گردید

. مواد مورد شدمی چک آلودگیوجود  عدملحاظ به 

 همراه به پلاکتی سازفعالساخت محلول  یاستفاده برا

 است. شده ارائه 2در جدول  هاآن نیاز مورد غلظت

 

 شدهسازیبهینهکشت استاندارد و  یطمح دهندهتشکیلدرصد کل مواد  :1 جدول

 RPMI1640 FBS Plasma Platelet Glutamax Pen/Strep PHA کشت محیط مواد

 درصد 9 درصد 9 درصد 9 --- --- درصد 27 درصد 00 استاندارد پروتکل

 درصد 9 درصد 9 درصد 9 درصد 2 درصد 98 --- درصد 00 شدهسازیبهینه پروتکل
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 پلاکتی سازفعالمحلول : 2 جدول

 NaCl 3NaHCO 4HPO2Na 2MgCl HEPES ماده نوع

 مولارمیلی 97 مولارمیلی 9 مولارمیلی 34/7 مولارمیلی 92 مولارمیلی 934 ماده غلظت

 

 02 گذشت از پس (:Harvest) آوریجمع مرحله. 3

 کشت هایفلاسکبه  یمیدینتا یکرولیترم 977 ساعت،

 سپس،. گردیدساعت انکوبه  24اضافه شد و به مدت  سلولی

 بر یکروگرمم 97 غلظت با) کلسمید میکرولیتر 25

 (لیترمیلیبر  گرممیلی 3/7غلظت  با) نکلشسی یا( لیترمیلی

 یقهدق 47تا  37و به مدت  شدکشت اضافه  یطبه مح

درصد  5 یپسینتر لیترمیلی 2 بعد،در مرحله  .گردیدانکوبه 

در  یقهدق دوشد و به مدت  اضافه یفلاسک کشت سلول به

 4 یز. در ادامه نگردید انکوبه گرادیسانت درجه 30 یدرما

 یت،به آن اضافه شد. در نها RPMI1640 یطمح لیترمیلی

 و یدگرد منتقل 95 فالکن لولهبه  شدهحاصل یسوپ سلول

 دقیقه در دور 9777 شدتبا  و شدقرار داده  یفیوژسانتر در

 ییمحلول رو سپس. گردید یفیوژسانتر یقهدق 5مدت  به

(Supernatantدور ر )به ذکر است که رسوب  لازم. شد یخته

 یپتپ توسط بود، خونی سفید هایسلول یحاو که حاصل

 یپوتونیکمحلول ه ،سپس .شدورتکس  یپاستور به آرام

KCL (Cchloride Potassium )05 گشت آماده مولارمیلی .

 دوبار مقطر آب لیتر یک در KCL از گرم 3/5ادامه،  در

. در شد تنظیم 2/0 معادل آن PH و گردید حل تقطیر

 قرار اتاق دمای در هکKCL  هیپوتونیک محلول بعد،مرحله 

مخلوط  یو به آرام شدبه رسوب اضافه  بود شده داده

 لوله وشد  بستهدرب لوله فالکن  کردن،مخلوط ی. براگردید

لوله به  شدن،مخلوط. پس از گشت یینو پا بالا آرامی به

 انکوبه گرادیسانت درجه 30 یدر دما یقهدق 27تا  95مدت 

و با شدت  گرفتقرار  یفیوژلوله در سانتر سپس،. یدگرد

. گردید یفیوژسانتر یقهدق 5به مدت  دقیقه دردور  9777

شد و  ریخته دور( Supernatant) رویی محلولدر ادامه، 

از  لیترمیلی 3 ،. سپسگردیدورتکس  یرسوب به آرام

و متانول  یکاست یداس یبترک یکه حاو یکساتورمحلول ف

 یخچالدر  و دهش تهیه روز همان در و بود 3 به 9به نسبت 

به  بود، گرادیسانت درجه 5 دمای دارای و گشته ینگهدار

تا  شدحرکت داده  یلوله به آرام سپس،. گردیدلوله اضافه 

لوله  ،. در مرحله بعدگرددحل  یکساتوررسوب در محلول ف

دور در  9777شدت  باو  شدقرار داده  یفیوژدر سانتر

 محلول سپس،. گردید یفیوژسانتر یقهمدت دو دق به یقهدق

 آرامی به رسوب و شد ریخته دور( Supernatant) رویی

 کردنفیکس مرحلهذکر است که  شایان. یدگرد ورتکس

تا رسوب  شدسه بار انجام  حداقل مذکور روشبا  مطابق

 مرحله، این در. درآید یریبه رنگ ش شدهتشکیل

 بودند؛ شدهلام  یهآماده ته یتیلنفوس یخون هایسلول

 نگهداری یخچال در ساعت چهار مدت به ورمنظبدین

 .شوند گیریلامتا آماده  شدند

 یدهاییاز روز قبل اسلا (:Sliding) گیریلام مرحله. 4

 نانو دستمال توسط و بودندشده  یزکه به دقت شسته و تم

 یزردرون فر بودند،لکه  یاذرات و  هرگونه فاقد وشده  پاک

 گرادسانتیدرجه  -5 به حدود هالام یدما تا شدندگذاشته 

لوله  و شدندقرار داده  سینی یک روی هالام سپس،برسد. 

 و شد برداشته بود، یخچالکه در  هاسلول یفالکن حاو

از  استفاده با ادامه در. گردیدورتکس  پاستور، پیپت توسط

 لوله درون رنگشیریچند قطره از محلول  ،پاستور پیپت

 شد. برداشته

 57پاستور در فاصله حدود  پیپتمطالعه  ینا در

به سمت چپ  یکیدو قطره  و گرفت قرار هالام متریسانتی

 مشاهده. پس از شدپرتاب  آنبه سمت راست  دیگریلام و 

 ید)اس یکساتورقطره ف یک ،(نیوتون)حلقه  قزح و قوس

و از  شد چکانده آن روی( 9:3و متانول به نسبت  یکاست
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. گردید یزمل آن پرهکا شدنخشکلام تا زمان  دادنتکان

مناسب  دمای مرحله، این انجام برایذکر است که  شایان

 57 حدود آنو رطوبت  گرادسانتیدرجه  25معادل  اتاق

 ذراتاز هرگونه  یعار یزولها محیط براین،بود. علاوهدرصد 

 .بودو گرد و غبار 

به  شدهتهیه هایلام: باندینگ و آمیزیرنگ مرحله. 5

 منظوربه ساده آمیزیرنگ. الف: ندشد زیآمیرنگدو صورت 

 همراه  آمیزیرنگو ب.  کروموزومی شمارش و شناسایی

 یوکروماتین، یساختارها بررسی منظوربه ینگبا باند

باندها و  یت،سانترومرو، تلومرو، ساتلا ین،هتروکرومات

 ،ساده آمیزیرنگ منظوربهمطالعه  ینا در. باندهاساب

 یر،با آب مقطر دوبار تقط 97به  9به نسبت  یمسامحلول گ

 رنگ ادامه، در. شد یمتنظ 0 معادلآن  PH و گردید یقرق

عبور داده  یکرونم 4/7با مش  یلتریف از شدهرقیقحاصل 

 هالام سپس،. گردید نگهداری آمیزیرنگشد و در ظرف 

 97 گذشتو پس از  ندشد برده فرو آمیزیرنگظرف  درون

با آب مقطر  و گردیدندارج از ظرف رنگ خ یقهدق 27تا 

استند قرار  یلام رو شدنخشک برای و شدندشستشو داده 

چسب انتلان  توسط لامل، شدنخشک. پس از گرفتند

 یمدت زمان طولان یبرا طریقینبد تا شد گذاریلامل

 وارد آسیبی آن یرو هایکروموزومو به  باشد بررسیقابل

 .نگردد

مرحله پس از  یندر ا: یکروسکوپم یرز یداسلا آنالیز. 3

 موم و مهربا چسب انتلان  یگذارلامل یدهایاسلا ینکها

از  و گردیدندمشاهده  یکروسکوپم زیر شدند،( سیلد)

 انجام گانهشش مراحل (.92) شد گرفته عکس هاکروموزوم

 (.93) است شده داده نشان 9 شکل در کاریوتایپ

 

 (PRP) پلاکت با شدهغنی پلاسمای

شده خون است یظغل یپلاسما ،از پلاکت یغن یپلاسما

پلاسما که از  ین. از اباشدیفراوان پلاکت م یرمقاد یکه دارا

 یعاتو ضا هابریدگی ترمیم یبرا گردد،یم یهته یمارخود ب

مو در  هایفولیکولصدمات بافت نرم و بهبود رشد  ی،پوست

از  یشها بپلاکت .شودیم فادهاست یدرمان مراکز از یبرخ

 

 
 کاریوتایپمرحله انجام  شش: 1 شکل
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 ترشح رارشد  یفاکتورها یانوع از عوامل رشد  هفت

 هاپلاکتتوسط  شدهترشح یفاکتورها ترینمهم. کنندمی

، فاکتور رشد ی: فاکتور رشد پلاکتاز هستند عبارت

فاکتور رشد  یبروبلاستی،، فاکتور رشد فینیانسولهشب

 ینا کهبتا  ییردهندهتغو فاکتور رشد  یعروق یالاندوتل

بدن  یهاتو صدمات باف یعاتضا یمترم فراینددر  هافاکتور

 (.94-93)شرکت دارند 

 

  یسلول تراکم شیافزا

انجام  گانهپنجمرحله به مراحل  یکمطالعه  ینا در

. بود PRPکه برگرفته از اصول انجام  شداضافه  یوتایپکار

 هپارین یهاونوجکت توسط که گیرینمونهمرحله  از پس

گرفته  یمارخون از ب لیترمیلی 5 گرفت، صورت سیترات

و با  گرفتقرار  یفیوژداخل سانتر ونوجکت لوله سپس،شد. 

 یفیوژسانتر یقهدق 5به مدت  یقهدق در دور 9777 شدت

چهار فاز در  مرحله، اینتوجه داشت که پس از  باید. شد

 2شکل  درخون  یفاز اصل چهار. گرددمی مشاهدهلوله 

 (.90،98) باشندیمشاهده مقابل

 حاوی) بود قرمز رنگ به که( Pellet) رسوب اول فاز

 دوم فاز. بودقرار گرفته  یینپا در( RBC یاقرمز  هایسلول

که به رنگ  بودخون  WBC یا یدسف هایسلول حاوی

 مشهور کتبافی به که نیز سوم فاز. شدمی مشاهده یدسف

و به رنگ  بودهپلاسما  از یغن هایپلاکت یحاو است،

 یزن دارد. فاز چهارم که رنگ زرد شودمی مشاهده یریش

 اول گروه درپژوهش حاضر  در. استخون  پلاسمای

. شد استفاده کاریوتایپ انجام معمول روش از)کنترل( 

کشت  یطبه مح ینهاز خون هپار یکرولیترم 57 منظورینبد

ور قرار گرفت. د و در انکوباتگردیاضافه  یگاو ینبا سرم جن

حذف شد و  یگاو ین( سرم جنPRPگروه دوم )با  در

 یلوله قرار داشت به جا یخود فرد که در فاز بالا یپلاسما

کت یباف یفازها ادامه، در. گردیداضافه  کشت محیط به آن

کشت  محیطو وارد  ندشد جدا خونی سفید هایسلولو 

ت که پلاک سازفعالمحلول  لیترمیلی 9 سپس،. گردیدند

کشت  یطبه مح است،شده  ارائه 2آن در جدول  یبترک

الف(  -2) شکل. گرفت قرار انکوباتور در و گردیداضافه 

را نشان  یفیوژشدهموجود در لوله خون سانتر فازهای

 PRP یجداساز یتک اجزای نیز( ب -2) شکل در. دهدمی

 (.91-29) باشدمی مشاهدهقابلاز خون 

 

  یولتراکم سل یشافزا مزایای

دارد.  وجود یتراکم سلول یشافزا برای یمختلف هایروش

 که طوریهب ؛دگردیاستفاده  PRP روشمطالعه از  یندر ا
 

  
 از خون PRP یجداساز یتک اجزای (:ب -2شکل ) یفیوژخون پس از سانتر یفازها الف(: -2) شکل
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 ماده و خون حاوی هایونوجکت روی بر سانتریفیوژ انجام با

 گرفت شکل اصلی فاز سه سیترات، هپارین انعقادی ضد

 کتبافی به که وسط فاز است؛ خون پلاسمای یی)فاز بالا

 خون سفید هایسلولشامل پلاکت و  باشد،میمشهور 

 (.باشدیم خون قرمز هایسلول حاوی پایین فازاست؛ 

 RBC هایسلول که است این روش این اول مزیت. 9

کشت حذف  یطمح از راکه فاقد کروموزوم هستند  خون

مرحله شستشو و  ینبه چند یازین یگرو د کندمی

 هایسلول روش یندر ا ین. همچنباشدنمی کردنفیکس

WBC و داشته یاردر اخت کشت برایرا  یشتریب یفضا 

 . شوند تقسیم توانندمی RBC هایسلول مزاحمت بدون

پلاسما و  یادار زوجود مقد روش، این دوم مزیت. 2

 که طوریبه است؛ معمول کشت روش به نسبت هاپلاکت

نموده  یدرا تول رشد فاکتورهای توانندمیخود  هاپلاکت ینا

بهتر و  کشت برایامر  ین. ایندکشت اضافه نما یطو به مح

 البته. باشدمیمناسب  یاربس یتیلنفوس هایسلول ترسریع

رشد  یفاکتورها یدتول یبرا هاپلاکتذکر است که  یانشا

 یپلاکت سازفعالامر توسط محلول  ینفعال شوند که ا یدبا

 .گرددمی پذیرامکان

نسبت به  یادز یوجود پلاسما روش، ینسوم ا مزیت. 3

به استفاده  یازن ی،خون یپلاسما ینروش معمول است که ا

 یعلاوه بر صرفه اقتصاد امر این. دهدمیرا کاهش  FBSاز 

 محیط شدنآلوده یسکباعث کاهش ر یوتایپدر انجام کار

 .شودمی( باشند آلوده است ممکن)که  FBS توسط کشت

 ژنیآنتی یکعدم تحر روش، این چهارم مزیت. 4

 طوریبه است؛ گاوی جنین هایپروتئینتوسط  هالنفوسیت

 در بیگانه هایپروتئین یگرد گاوی، جنین سرم حذف با که

برابر  در تنها هاسیتلنفو و ندارند وجود کشت محیط

مانع  یژگیو ینا گیرند؛میقرار  یخود یانسان هایپروتئین

 .شودمی هالنفوسیتدر  ژنیآنتیاز واکنش 

 

 نتایج

 بررسی منظوربه یفیو ک یکم هاییزمطالعه از آنال ینا در

. گردیداستفاده  شدهسازیبهینهروش معمول با روش  یسهمقا

در  یتیلنفوس هایسلولمارش ش یلام نئوبار برا از همچنین

 شدهسازیبهینهکشت گروه کشت ساده و گروه کشت  یطمح

 هایسلول شمارش یبرا نیز ImageJ افزارنرم. شد گرفته بهره

دو گروه ساده و  یوتایپکار یینها اسلایدهای در لنفوسیتی

 .گرفت قرار استفاده مورد شدهسازیبهینه

 

  یتیلنفوس یهاسلول یفیو ک یکم آنالیز

 شده،سازیبهینه روش هاروست یا آوریجمعمرحله  در

 WBC هایسلول حاوی تنها آزمایش لولهکه  ییآنجا از

به  نسبت یشتریب یتلنفوس هایسلول بود، یافتهکشت

پس از هر باید توجه داشت که . گردید کشتحالت معمول 

 سوپرناتانت، آوریجمعدر مراحل مختلف  یفیوژسانترمرحله 

نسبت به حالت معمول  تریسفیدرنگ یسلول محلول

 ینهزمسرنگ پ 4شکل  در(. 3 شکل) شودمیمشاهده 
 

 

 
 

  یرنگ سوپ سلول مقایسه :3 شکل

 سازیبهینه روشاستفاده از  با: ب معمول؛ روشاز  استفاده با: الف

  گیریلامپس از  زمینهپسرنگ  یسهمقا :4 شکل

 سازیبهینه روشاز  استفادهبا  :ب معمول؛ روشاز  استفاده: با الف
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  سازیبهینه روشاز  استفاده: با ب معمول؛توسط لام نئوبار       الف: با استفاده از روش  لنفوسیتی هایسلولشمارش  :5 شکل

 

 در گروه یمسابا گ آمیزیرنگ و یریگماز لاپس 

 این که باشدمی معمول گروه از ترروشن شده،سازیبهینه

 از پس. کندمی یجادا نهایی یررا در تصاو کمتری برید امر

توسط لام  هاسلولشمارش  سلولی، کشتمرحله  اتمام

 سه یشافزا دهندهنشانبلو  یپانتر آمیزیرنگ ونئوبار 

که  بود معمول حالت به نسبت لنفوسیتی هایسلول برابری

 .باشدمی مشاهدهقابل 5در شکل مهم  ینا

 

  یوتایپکار اسلایدهای آنالیز

 شدهسازیبهینهدر گروه  یوتایپکار یینها اسلایدهای

 این که هستند لنفوسیتی هایسلول از بهتری تراکم دارای

تراکم  یش. افزااست شده داده نشان 3 شکل در مهم

 یشباعث افزا یوتایپکار اسلایدهای در لنفوسیتی هایسلول

 مشاهدهقابل هایکروموزومشده با باز هایسلولتعداد 

ساخته و در  ترآسانرا  یوتایپکار یزامر آنال اینکه  شودمی

 0. در شکل باشدمی یدمف یاربس یسلول هایموزائیسم یزآنال

 مشاهدهقابل یهامبازشده با کروموزو یهالتعداد سلو یشافزا

تعداد  شمارش. شودمی مشاهدهشده یسازینهدر حالت به

در دو حالت  تایپیوکار یهایددر اسلا یتیلنفوس یهالسلو

  در نیز ImageJ افزارنرم توسط شدهسازیبهینهو  یمعمول

 

  
            x47 عدسی ییبزرگنما با شدهسازیبهینهو  یدر دو حالت معمول یوتایپکار یدهایپرومتافاز در اسلا لنفوسیتی هایسلولتعداد  یسهمقا: 6 شکل

  سازیبهینه روشاستفاده از  باب:  ؛معمول روشاستفاده از  با: الف    
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            x957 عدسی بزرگنمایی با شدهسازیبهینه حالت در مشاهدهقابل یهامبازشده با کروموزو یهالتعداد سلو یشافزا: 7 شکل

  سازیبهینه روشاز  استفاده: با ب معمول؛ روشاز  استفاده: با الف     

 

  
 

Slide Count Total Area Average Size %Area 

513/2194 08314 20 ساده گروه  713/3  
 

 

Slide Count Total Area Average Size %Area 

800/3439 910320 50 یسازهنیبه گروه  399/3  
 

 ImageJ  رافزامتوسط نر شدهسازیبهینهو  یدر دو حالت معمول یوتایپکار یدهایدر اسلا یتیلنفوس یهالتعداد سلو یسهمقا: 8 شکل

 

 .است شده داده نشان 8 شکل

 

 بحث

 انجام شدهسازیبهینهمطالعه حاضر در پروتکل  در

در  هاآن یشترب کمیت وها مبهتر کروموزو یفیتک یوتایپ،کار

 ینمشاهده شد. همچن یوتایپکار یهایداسلا یینها تصاویر

در  یمسابا گ یزیآمگو رن یریگمپس از لا ینهزمسرنگ پ

از  یکمتر یدبر یدارا وتر نروش ،شدهیسازینهگروه به

و همکاران با حذف  Pawitanراستا،  ینگروه معمول بود. در ا

کشت  یطگوساله از مح ینو سرم جن یگاو ینسرم جن

حاصل از روش  هایپلاکتافزودن  نیزو  یانسان هایسلول

PRP مزانشیمی هایسلول کشت ندکشت توانست یطبه مح 

(esenchymal Stem CellBone Marrow M MSC:-BM )و 

 (AT-SC: Adipose tissue-derived stem cells) چربی سلول

 یروش برا همیناز  یزن حاضر مطالعه در. ببخشند بهبود را

 یخوب یجنتا و شد استفاده لنفوسیتی هایسلولکشت 

و همکاران  Pawitan. همچون پژوهش حاضر، گردید حاصل

 شدهکشت هایسلول از یشتریتعداد ب به خودمطالعه  در
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روش در  ینا بودنبخشامر امکان اثر ینکه ا یافتند دست

را محتمل  یانسان یسلول هایرده تمامیسلول در  کشت

 (.22) کندمی

 سازیفعال یو همکاران برا Myung یگرد ایمطالعه در

 توسط یننو یروش از PRPحاصل از روش  هایپلاک

 یرا برا خوبی تایجن و کردند استفاده هموژنایزر دستگاه

از خون بند ناف  مشتق مزانشیمی یادیبن یهالکشت سلو

 یزمهاجرت و تما مذکور پژوهش در. آوردند دستهب

 تفاوت. بود یافتهبهبود  نیز مزانشیمی یادیبن یهالسلو

 پژوهش نتایجو همکاران با  Myungمطالعه  هاییافته

 نپزوهشگرا. است هاپلاکت سازیفعالدر روش  حاضر

 استفاده هاپلاکت سازیفعال یبرا یکیاز روش مکان مذکور

کشت  یکه در مطالعه حاضر برا یدر صورت کردند؛

 سازیفعال یبرا یمیاییاز روش ش یتیلنفوس هایسلول

 یخوب یجدر هر دو مطالعه نتا و گردید استفاده هاپلاکت

 مطالعه دو این مقایسه. شد مشاهده یکشت سلول برای

 یبرا یگرد هایروشاستفاده از  مکانا دهندهنشان

 (.23) باشدمی PRPحاصل از روش  هایپلاک سازیفعال

Gaßling  یدو روش پلاسما یسهمقا با نیزو همکاران 

:PRF از پلاکت ) یغن یبرین( با روش فPRPاز پلاکت ) یغن

Rich Fibrin-Platelet یاستئوبلاست هایسلول( در کشت 

منجر به  یدر کشت سلول PRPش که کاربرد رو دادندنشان 

 PRF روشبا  یسهدر مقا سلولیرشد  از یسطوح بالاتر

کشت  یبرا PRPاز روش  یزدر مطالعه حاضر ن شود.یم

ارتباط  دررا  یخوب یجنتا واستفاده شد  یتیلنفوس یهالسلو

 یبرتر از حاکیامر  یننشان داد. ا سلولیرشد  یشبا افزا

 (.24) باشدمی یگرد هایروشبه  نسبت PRPروش 

 

 کاریوتایپ آزمون ینهانجام به یراستا در کلیدی نکات

از  یکی ،به روش بسته یطیاز خون مح گیرینمونه

 بوده کاریوتایپ آزمون یحدر انجام صح مراحل ترینکلیدی

 کیفیتبر  گیرینمونهدر  یو اصول یقنکات دق یترعا و

 ینا. در باشدمی اثرگذار یوتایپکار اسلایدهای نهایی

 ینا در گیرینمونهدر مرحله  یرموارد ز یترعا ارتباط،

 :شودمی یشنهادپ آزمون

 هایدستگاه از سانتریفیوژ مرحله در است بهتر. 9

 و( متحرک( )بال Head Swing) هد سوینگ سانتریفیوژ

 موازات به مختلف فازهای تا نمود استفاده دما کنترل دارای

 مانع دما، کنترل با و شوند تشکیل صاف صورتبه و یکدیگر

 .گردند هاسلول دیدن آسیب از

که  15G یتدوطرفه با گ یدلن یااز سوزن  استفاده. 2

تر است و ببوده و مطلو یقطر بزرگ ینوع سوزن دارا ینا

 یبآس نوجکت،ها به سمت ولشدن سلوجدر موقع خار

 کند. یها وارد منرا به آ یکمتر

 کاریوتایپ آزمون مخصوص انجام یتجار کیت متأسفانه

 هایدادهنشده است. با استفاده از  یدتول یراندر ا

 و سازیبهینه یتک توانمی حاضر پژوهشاز  آمدهدستبه

 یدرا تول کاریوتایپ آزمون انجام منظوربه شدهسازیبومی

 مبنای رب بتوانندکشور  یکژنت هایآزمایشگاهکرد تا 

 .هندد انجام را آزمون ینا یکسانیاستاندارد 

که  یمارانیب مورد در مطالعاتی چنین انجاماست  امید

 یشترب هستند،ناشناخته  یکروموزوم هایسندروم دارای

با  یمولکول یصیتشخ هایروش یانجام شود و با همراه

 تشخیص برای را مناسبی کارراه بتوان روش ایناز  استفاده

 .آورد دستبه بیماران از گروه این
 

 یریگجهینت

 توانمی PRP یو روش درمان یوتایپکار آزمون یقتلف با

 مزایای که یافت دست کاریوتایپ انجام در بهینه روش به

 هایلسلو یشافزا ،RBC هایسلول کاهش جمله از بسیاری

WBC تولیدکننده هایپلاکت نیزو  هالنفوسیت همچون 

 ژنیآنتی یککشت و عدم تحر یطرشد در مح یفاکتورها
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 همراه به را یگاو ینجن هایپروتئینتوسط  هالنفوسیت

 یآن با سرم انسان یگزینیو جا یگاو ین. حذف سرم جندارد

کاهش  باعث آن در شدهفعال هایپلاکتو  یمارخود ب

 طریقبدین شود؛می یشزمان انجام آزما و یآلودگ یسکر

 یفیتک و کمتر هزینه با توانندیم ژنتیک هایآزمایشگاه

 . بدهند انجام را آزمون ینا یشتریب

 

 حمایت مالی

 کارشناسیدوره  نامهیاناز پا برگرفته حاضر پژوهش

 یسندگان. نوباشدمی شهرکرد دولتی گاهارشد مصوب دانش

 دولتی گاهدانش یمال هایحمایتدانند از یبر خود لازم م

انجام  یدر راستا دانشگاه این یهپا علومدانشکده  و شهرکرد

 .دینتشکر نما نامهیانپا ینا
 

 ملاحظات اخلاقی

 گیرینمونه ،هایدر مورد آزمودن یملاحظات اخلاق تمامی

 ینکیهلس یانیهبراساس ب یموارد پژوهش یرو سا داوطلبان از

(Helsinki و کد )کشور  یگانه اخلاق پژوهش یک و سی

 .شد یتو رعا یمتنظ
 

 تضاد منافع

 گونههیچکه  نمایندمی اعلام یسندگاننو وسیلهبدین

که  موادی و روش بامقاله  یسندگاننو یانم یاط مالارتب

 .ندارداست، وجود  گرفتهصورت هادر مورد آن پژوهش
 

 تشکر و قدردانی

 بیگی؛ عمادی دکتردانند از یبر خود لازم م ویسندگانن

 دلیل)به  شهرکرد دولتی دانشگاه پایه علومدانشکده  یاستر

داوران  یأتاز ه نیز( و یعلم هایراهنماییو  هاحمایت

 ینا یفیک یرا در انجام و ارتقا پژوهشگراننامه که یانپا

 .یندتشکر نما رساندند، یاریپژوهش 
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Abstract 

Introduction: Karyotype is one of the most popular and most widely used tests in genetic 

laboratories throughout the country. In this study, the karyotype diagnostic method and platelet-rich 

plasma therapy (PRP) have been integrated into each other to improve the quality of the karyotype 

test. This technique is essential in genetic labs where blood samples are deficient, or few cells are 

available for a karyotype test.  The aim of this study was to optimize lymphocyte cell cultures for 

performing a karyotype test using a platelet-rich plasma method. 

Materials and Methods: This applied study included 30 cases from Shahrekord University in 2013. 

Platelet-rich plasma therapy was used to increase white blood cell and decrease red blood cells as 

well as other annoying and unnecessary factors in cell culture media to improve the lymphocyte cell 

culture. 

Results: The final slides of karyotypes made with this method had excellent quality and a reasonably 

transparent background, compared to the conventional methods. It should be noted that in the final 

slide, there were more chromosomes than those in the conventional karyotype method. 

Conclusion: The better quality of the chromosomes in the karyotype slides makes the study of the 

chromosomes' structure very convenient and more accurate. On the other hand, the more 

chromosomes are retained in the karyotype slides which improve their analysis using special 

karyotype software and make the detection of structural mosaicism more accurately in karyotype 

slides.  
 

Keywords: Chromosome analysis, Karyotype, Lymphocyte cell culture, Platelet-rich plasma 

 


