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  چكيده
كشنده  هاي سلولو  Tهاي  شامل دو گروه لنفوسيت مكرر و مرتبط با سقط جنين هاي موثر سلولرسد  به نظر مي :مقدمه
و  CD16+/56+ كشنده طبيعي هاي سلول و تعداد مطلق درصد ما در اين مطالعه به بررسي .باشند )NK(طبيعي
 ،CD69/CD56همچنين با بررسي ماركرهاي  پرداخته، موجود در خون محيطي CD16+/56+dim و  CD16+/56+brightهاي سلول

مكررو زنان با حاملگي  جنين بيماران مبتلا به سقط خون محيطي درفعال شده بيعي كشنده طهاي  مطلق سلول تعداددرصد و 
  . را مورد مقايسه قرار داديمطبيعي 

كاريوتايپ، سندرم  آزمايشات مربوط به كه از نظر بودندمكرر سقط سابقه  خانم داراي 24 ،بيماران مورد بررسي :روش بررسي
خانم در سه ماه اول حاملگي كه سابقه سقط  21و از  ندبود طبيعيو ساير علل ولاكتين كارديوليپين و پر فسفوليپيد، آنتي آنتي
بادي  ميكروليتر از آنتي 5با كه ها را جدا كرده  از خون محيطي اين افراد لنفوسيت .به عنوان گروه شاهد استفاده شد شتندندا

. بودند CD56/CD69و  CD3/16+56شده در اين تحقيق هاي استفاده  بادي كه آنتي شدمجاور  تنشاندار شده با ماده فلورسن
   .و سپس آناليز شدندسازي در دستگاه فلوسايتومتري خوانده  ها پس از آماده ونهمن

داري نسبت به گروه كنترل  افزايش معني گروه بيماردر  CD16+/CD56+هاي  سلولمطلق  تعداد دادنشان نتايج  :نتايج
داري نسبت به  در گروه بيمار افزايش معني +CD56+/CD69نيز و  CD16+/CD56+brightي ها قدر مطلق سلول ).=04/0p(داشت

   .)=00/0p=(،)04/0p(ندداشتگروه كنترل 
سقط  داري با ارتباط معنيخون محيطي  در CD16+/56+هاي  سلول افزايشدهد كه  هاي اين مطالعه نشان مي يافته :گيري نتيجه

هاي كشنده طبيعي  تواند بيانگر دخالت سلول در افراد بيمار مي +CD56+/69هاي  دار سلول معنياز طرفي افزايش  .داردجنين مكرر 
  .باشدبا اتيولوژي ناشناخته فعال شده در سقط جنين مكرر 

    CD56 ،CD16،CD69، فلوسيتومتري ،عوامل ايمونولوژيك سقط مكرر ،NKهاي  سلول ،سقط مكرر :كليديهاي  واژه
                                                            

  mahmoudim@mums.ac.ir :، پست الكترونيكي 511- 7112614: ؛ تلفن)نويسنده مسئول( *
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 مقدمه
مورد ختم  سهيا بيش از  سهبه  مكررسقط  ،طبق تعريف

البته در ). 1(شود گفته مي 20حاملگي خودبخودي قبل از هفته 
اي از علل اين تعريف گروه وسيعي از بيماران يا طيف گسترده

چنانچه اين بيماران را به عنوان يك گروه . گيرندسقط قرار مي
ر آگهي خوبي برخورداواحد در نظر بگيريم در كل از پيش

درصد  60-70زايي به رقمي در حدود هستند بطوريكه زنده
خودبخودي مولتي مكرر علل سقط ). 2(شودنزديك مي

توان آنها را به دو دسته عمده باشد ولي مي مي ريالفاكتو
يا مادري تقيسم ) هاي غيرطبيعي ناشي از كاريوتايپ(جنيني

ت توان به اختلالادر مورد علل مادري سقط راجعه مي. كرد
هاي اندومتريال اشاره  ريز و نقصانعقادي، اختلالات غدد درون

اخيراً به نقش عوامل ايمونولوژيك نيز در اين خصوص . كرد
در كل در حدود نيمي از موارد سقط ). 4،3(اشاره شده است

باشند كه نقش علل ايمونولوژيك در  ، غيرقابل توجيه ميمكرر
  ).5(باشداين بين بيش از ساير علل مطرح مي

آلوتايپ در بدن مادر جايگزين  جنين به عنوان يك پيوند
شود و از اين جهت كه توسط سيستم ايمني مادر به عنوان مي

هاي ايمني صورت بگيرد  بيگانه شناسايي شود و برعليه آن پاسخ
هاي مختلفي شناسايي شده است از جمله عدم بيان مكانيسم
يي مانند اعضاي ها كلاسيك، بيان مولكول HLAهاي  مولكول

كه از پاسخ  B7-H7و  B7-H3 ،B7-H2از قبيل  B7خانواده 
 2,3 dioxygenase (IDO)كنند و آنزيم ممانعت مي Th1سلول 

Indolamine   كه يك آنزيم كاتابوليسمي تريپتوفان است كه از
توسط كاهش تريپتوفان يا توليد  Tهاي  تكثير سلول

ين آنزيم بر روي كند كه اهاي سمي ممانعت مي متابوليت
بر روي  Fas-Lشود و در نهايت بيان ها بيان مي تروفوبلاست
شود كه هايي مي ها كه باعث ايجاد اپوپتوز در سلول تروفوبلاست

   ).6(بر روي آنها بيان شده است Fasمولكول 
هاي ايمونولوژيك متعددي براي توجيه سقط مكرر در  تئوري

از آنها تغيير وضعيت و  حيوانات و انسان مطرح شده است، يكي
ها در بافت دسيدوآي زنان مبتلا به سقط  عملكرد لكوسيت

هاي  باديتر در زمينه آنتيهاي گسترده پيشرفت .)8،7(باشد مي

هاي بيولوژي مولكولي اطلاعات ما را درباره  مونوكلونال و تكنيك
هاي مختلف لكوسيتي موجود در دسيدوآي انسان گسترش  جمعيت

هاي  اي از سلولعمده جمعيت سلوليها  كوسيتل. داده است
ها  نسبت اين لكوسيت. دهنداسترماي اندومتريوم رحم را تشكيل مي

كه در سه  طوريه يابد بقاعدگي افزايش ميدوره در طي مراحل 
در تركيب لكوسيتي . رسد درصد مي 30- 40ماهه اول بارداري به 

شامل ماكروفاژها،  دسيدوآ در سه ماهه اول بارداري، سه گروه اصلي
هاي  نام لنفوسيته و يك جمعيت غيرمعمول ب Tهاي  لنفوسيت

 هاي و سلول Bهاي  لنفوسيت. حضور دارند (eGL)گرانوله اندومتريوم
 CD16 و CD56با ماركرهاي  (NK: Natural Killer)كشنده طبيعي

  ).10،9(شود روماي اندومتريوم مشاهده مينيز در است
هاي خون  از لنفوسيت درصد10-15حدود  NKهاي  سلول

شوند كه در طول حاملگي طبيعي توسط محيطي را شامل مي
كه در طول  به طوري. شوندسيستم هورموني تعديل مي

خون محيطي از نظر  در NKهاي  سلول ،حاملگي طبيعي انسان
يابند كه به طور اصلي كاهش در زير واحدهاي تعداد كاهش مي

CD16+ ين فعاليت ليتيك اين همچن .)12،11(باشدمي
كند به علاوه افزايش در بيان ها نيز كاهش پيدا مي سلول

از قبيل  NK هاي رسپتورهاي مهار كننده موجود بر سطح سلول
CD94  وNKG2A شود هاي اول حاملگي ديده مينيز در هفته

اين  .)13(رسدكه در سومين ماه حاملگي به حداكثر خود مي
در طول  NKهاي  و فعاليت سلول تغييرات در تعداد، فنوتيپ

 ها باشد كه تواند بيانگر تنظيم هورموني اين سلولحاملگي مي
اين تنظيم شامل استروژن،  احتمالي در هاي هورمون

   ).14(باشندپروژسترون و پرولاكتين مي
تواند باعث اثر مي NKهاي  افزايش تعداد سلول
باشد به  ها ها بر روي تروفوبلاست سايتوتوكسيك اين سلول

كه در موارد سقط جنين مكرر با اتيولوژي ناشناخته  طوري
داري داشته است و امروزه  افزايش معني NKهاي  تعداد سلول

اكثر تحقيقات كه سعي در درك پاتوفيزيولوژي سقط مكرر با 
متمركز  NKهاي  اند بر روي سلولعامل ناشناخته داشته

ها در پاتوژنز  اين سلولاند كه البته شواهدي را نيز در نقش  شده
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هدف از مطالعه حاضر ). 15(انددست آوردهه سقط مكرر ب
خون محيطي زنان مبتلا به سقط  در NKهاي  بررسي سلول

مقايسه با زنان داراي حاملگي طبيعي در  درمكرر خودبخودي 
 . باشدسه ماهه اول بارداري مي

  روش بررسي
از تابستان اهد ش- مطالعه به صورت مورد: جمعيت مورد مطالعه - 1

بر روي دو گروه مراجعه كننده به بخش  1388 بهارتا  1387
وابسته به دانشگاه علوم ) ع(زنان و زايمان بيمارستان امام رضا

مركز  مركز تحقيقات ناباروري منتصريه و مشهد و پزشكي 
بيمار با سابقه  24 گروه مورد .البنين مشهد انجام گرفت درماني ام

اين بيماران تا زمان انجام . ناشناخته بودندسقط مكرر با علل 
وضعيت اين بيماران از نظر و دريافت نكرده تست مورد نظر دارو 

 كارديوليپين ها، آنتي بادي فسفوليپيدآنتي آنتي كاريوتايپ،
هاي تيروئيدي و پرولاكتين  ، هورمونANAها،  بادي آنتي 

مدان تخ مبتلا به بيماريهمچنين اين بيماران  .طبيعي بود
نبوده و اسپرموگرام همسران آنها نيز  (PCOS)پلي كيستيك

شامل نيز  گروه شاهد .دوسال ب 20- 36طبيعي و سن آنها بين 
زن حامله بدون سابقه سقط و حداقل داراي يك فرزند بود  21

از افراد مورد مطالعه . كه از نظر سني با گروه مورد يكسان بودند
هاي حاوي ماده ضد  سي سي خون گرفته شد و در تيوب 5

  . آوري گرديد جمع EDTAانعقاد 
هاي  يتبه منظور جداسازي لنفوس: ها جداسازي لنفوسيت-2

 )Ficol hypac, BioSera, UK(خون محيطي از محلول فايكول
به ترتيب  2به  1استفاده شده به اين صورت كه به نسبت 

 به اين صورت كه خون در بالايفايكول و خون در لوله آزمايش 
در سپس  .، ريخته شدفايكول قرار گرفته و با آن مخلوط نشود

بر ابرلنفوسيتي  ودر دماي اتاق سانتريفوژ گرديد  xg 1222 دور
توسط نوك سمپلر به لوله  جدا شده،اساس گراديان دانسيته 

 Phosphate)آزمايش ديگر منتقل و با نسبت مساوي با محلول 

Buffer Salin)PBS ليه مواد و تا ك شستشو داده شد
جهت شستشو، . هاي اضافي از محيط خارج شوند پروتئين
در   xg 202مخلوط و در دور PBSبا  ،هاي جدا شده لنفوسيت

 ه، محلول رويي خارج و رسوب مجدداًسانتريفوژ شداتاق دماي 

شود و بقيه مراحل نيز بر روي يخ انجام سرد رقيق مي PBSبا 
  . شودمي

هاي جدا شده با  لنفوسيت: يبررسي فلوسايتومتر -3
-anti- CD16 FITC ،antiباديهاي مونوكلونال  آنتي

CD3(CYQ) ،anti-CD69 FITC  و anti- CD56 Phyco 

erythrin(PE) لازم به ذكر است كه اين  .شدند رنگ آميزي
تهيه  IQ Product, The Netherlandها همه از شركت بادي آنتي
تفاده شده به اين ترتيب هاي اس بادي ايزوتايپ آنتي .شدند
  ، CD56         IgG1، CD16          IgG1: باشد مي

 CD69              IgG2a ،          IgG1  CD3 . به اين صورت
 4دقيقه در دماي  20ها با ماركرهاي فوق به مدت  كه لنفوسيت

نمونه آماده  PBSبافر  cc2شستشو با  بار 2درجه انكوبه و پس از
 ,FACS Calibure(ط دستگاه فلوسايتومتريخواندن توس

Becton Dickinson, USA( ها پس از خوانده نمونه. باشدمي
 cell افزار سلولي انتخاب شده توسط نرمشدن براساس جمعيت 

Quest  در دستگاه )Becton Dickinson, USA(  آناليز  
و گرانوليتي اندازه  بر اساسبه اين صورت كه ابتدا . شوند مي

شده و سپس نمودار  انتخابها  ها مجموعه لنفوسيت سلول
 .شدترسيم  CD16+56هيستوگرام مربوط به آنتي بادي 

دو جمعيت  به +CD16+/CD56هاي  جمعيت سلول
CD16+/CD56+dim  وCD16+/CD56+ bright  تفكيك

   ).1شكل( .شدند
 CD56+و  +CD69هاي  اي مربوط به سلولدر پلات نقطه

و  CD69دو ماركر  از نظر هر هايي كه جمعيت سلول) 2شكل (
CD56 هاي  سلول ها، اين سلول ،مشخص شد باشندمثبت مي

NK هاي  فعال بوده و در اين نمودار جمعيت سلولCD56+  و
CD69+ يمرا نيز تفكيك كرد .  

دست آمده توسط ه طلاعات با :آناليز آماري -4
و  شد ها مشخص ، ميانگين دادهآناليز شده SPSS(16.0)افزار نرم

ابتدا با استفاده از ها در دو گروه  جهت مقايسه ميانگين داده
از هاي دو گروه را بررسي كرده سپس  تفاوت واريانس fآزمون 
ها جهت بررسي  در دو حالت برابري يا نابرابري واريانس tآزمون 

  .تفاوت ميانگين دو گروه مورد و شاهد استفاده شد
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 Forward Scatterاي  در پلات نقطه. شوند آناليز مي Cell Questتوسط نرم افزار  FACS calibureمدل   Becton Dickinsonها در دستگاه نمونه) A: 1شكل 
و  CD16+56هاي  اين تصويركه يك نمودار هيستوگرام مي باشد سلول در) a.(  B(ها مشخص و انتخاب مي شوند جمعيت سلولي مورد نظر ما يعني لنفوسيت Side Scatterو

هاي  سلول cناحيه . باشد مي dim CD16+56هاي معرف سلول bناحيه . باشند ناحيه نمودار قابل تشخيص مي 3شوند در  هاي آن كه از جمعيت لنفوسيتي انتخاب مي زير مجموعه
CD16+56bright كند و ناحيه  را مشخص ميd  هاي  كل سلولمعرفCD16+56 مي باشد.    C باشد كه محور  اي مي اين نمودار يك پلات نقطهx  نمايندهCD16+56- 

PE  و محورy  ،Forward Scatter هايي كه در ناحيه سلول. باشد مي)e (هاي  اند معرف سلول قرار گرفتهCD16+56+ باشند مي .  
D (هاي  سلولCD16+56  و يا ناحيه)e (ناحيه . اند موعه تشكيل شدهاز دو زير مج )f  (هاي  جمعيت سلولCD16+56dim  هاي  سلول% 80كه حدودCD16+56  را

  . اند را تشكيل داده CD16+56هاي  مابقي سلول% 20مي باشند كه  CD16+56brightهاي  كه سلول)  g(تشكيل داده است  و ناحيه 

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

و  CD56كه از نظر هر دو ماركر ) h(ناحيه . باشد  مي CD56-PEنماينده  yو محور  CD69-FITCنماينده   xمحور اي مي باشد كه  اين تصوير مربوط به پلات نقطه :)2شكل (  
CD69 هاي  باشد در صد سلول مثبت ميNK كند ي فعال شده را مشخص مي.  

              PE= R-phycoerythrin        CYQ= Tandem conjugate of Cy5.18 and R-PE                                                            FITC=fluorescin isothiocyanate  
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  نتايج
داري  مورد مطالعه تفاوت معنيسني در دو گروه  هاي طيف
ها در دو گروه و تعداد  تعداد حاملگي. )=06/0p(دنشمشاهده 

ميانگين  .مشخص شده است 1 در جدول موردسقط در گروه 
افراد با سابقه (مورددر گروه  CD16+/CD56+هاي  تعداد سلول
به ترتيب  )افراد با حاملگي طبيعي(شاهدو  )سقط مكرر

و با توجه به  fمي باشد بر اساس آزمون  238.90و  324.08
با فرض برابري دو  tاينكه واريانس دو نمونه برابر بود از آزمون 

ه واريانس استفاده شد و نتايج نشان داد كه ميانگين دو گرو
كه در صد  در حالي ).=04/0p(داري داشتند تفاوت معني

بيشتر از گروه شاهد بود مورد در گروه  +CD16+56هاي  سلول
نتيجه  با توجه به ).=52/0p(نشان ندادداري  اما تفاوت معني

تعداد مطلق  ميانگينمقدار احتمال محاسبه شده  و tآزمون 
بت به نس مورددر گروه  CD16+/CD56+brigthهاي  سلول

درصد اين  ).=00/0p(داري داشت گروه شاهد افزايش معني
داري نسبت به گروه  افزايش معني موردها نيز در گروه  سلول

با توجه به مقدار احتمال محاسبه  ).=001/0p(شاهد نشان داد
هاي  تعداد مطلق سلولو درصد متوسط  ،شده

CD16+/CD56+dim  تفاوت  مورددر دو گروه شاهد و
با توجه به مقدار احتمال محاسبه همچنين . ندي نداشتدار معني
در گروه  +CD69+/CD56هاي  مطلق سلولمتوسط تعداد شده 
نشان داري نسبت به گروه شاهد  افزايش معني مورد
نسبت به  موردها نيز در گروه  درصد اين سلول .)=01/0p(داد

متوسط  ).=06/0p(داري را نشان داد گروه شاهد افزايش معني
هاي  و درصد سلول )=02/0p(اد قدر مطلقتعد

CD69+)03/0p=(  داري نسبت  افزايش معني موردنيز در گروه
  ). 3و  2ول اجد(به گروه شاهد داشت

  
  و شاهد موردتغييرات سن، تعداد حاملگي و تعداد سقط در دو گروه  :1جدول 

   ) سال( سن تعداد حاملگي تعداد سقط

  بيمار  79/28±887/0  3±233/0  88/2±228/0
  شاهد  95/25±204/1  48/2±19/0  0±0

000/0 081/0 06/0  P-value 

 .نشان داده شده است Mean±SEMدر هر جدول -

 . باشد ويتني مي- آزمون انجام شده براي تعداد حاملگي و تعداد سقط آزمون ناپارامتري من-

 . مي باشد tآزمون انجام شده براي سن آزمون -

  
  و شاهد موردمطلق سلولهاي مورد مطالعه در دو گروه تغييرات تعداد  :2جدول 

 هاي سلول تعداد
CD56+/CD69+ 

 در ميكروليتر

 هاي سلول تعداد
CD69+ 

 در ميكروليتر

  هاي سلول تعداد
CD16+/CD56+dim 

  در ميكرو ليتر

  هاي سلول تعداد  
CD16+/CD56+bright  

 در ميكروليتر

  هاي سلولتعداد 
+CD16+/CD56  

 در ميكروليتر

 ها لنفوسيتداد تع
cell/µl  

 

  بيمار ±909/129 75/2307  08/324 92/34±  85/5±985/46  094/31±8/279  141/7±872/45  ±971/18 25/3

  شاهد ±208/159 57/1698  28/39±52/227  37/3±359/17  16/220±62/36 596/21±8/5 587/9±03/3

014/0  02/0 22/0 000/0 043/0  009/0  Pvalue 

 .نشان داده شده است Mean±SEMدر هر جدول -

 ويتني مي باشد- آزمون ناپارامتري من 2ولدآزمون انجام شده در ج-
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  و شاهد موردهاي مورد مطالعه در دو گروه  تغييرات درصد سلول :٣جدول

 هاي سلولدرصد 
CD56+/CD69+ 

 هاي سلولدرصد
CD69+ 

  هاي سلول درصد
dim+CD16+/CD56  

 هاي سلول درصد
CD16+/CD56+bright 

 هاي سلولصد در
+CD16+/CD56 

 گروه

 بيمار 196/1±9/13 224/0±02/2  08/1±008/12  302/0±96/1  095/0±771/0
 شاهد 1±36/12 /45 ±98/0/169  11/ 336/1±385  275/0±1/1  0/ 132/0±519

065/0 028/0  71/0 00/0 41/0 Pvalue 
 .نشان داده شده است Mean±SEMدر هر جدول -
 .ويتني مي باشد- آزمون ناپارامتري من 3دول آزمون انجام شده در ج-

  
  بحث

در حاملگي نرمال و غيرنرمال در انسان  NKهاي  نقش سلول
بيشترين ميزان جمعيت  NKهاي  سلول. بررسي شده است

هاي  نقش و دهند را تشكيل ميها در دسيدوآي انسان  لنفوسيت
 )Implantation(فيزيولوژيكي مهمي در طول پروسه لانه گزيني

هاي مكرر ميزان بالاي  اگرچه در زناني با سقط. نرمال دارند
اين باعث  .)14(خون محيطي گزارش شده است NKهاي  سلول

بر روي  NKهاي  تي سلولسيايجاد اثر سايتوتوكسي
هاي تروفوبلاست با عدم بيان  سلول. شودها مي تروفوبلاست

 HLA- Gو با بيان ) IIو  Iكلاس (كلاسيك HLAهاي  مولكول
مستعد  شناخته نشوند، Tي ها لنفوسيتتوسط  اينكهبه علت 

   ).16(شوندمي NKهاي  ليز توسط سلول
دار ايمني در  هاي صلاحيت بررسي وضعيت و عملكرد سلول

خون محيطي زنان داراي سقط مكرر و مقايسه آن با افراد 
كند تا فاكتورهاي ايمونولوژيك  طبيعي بارور به ما كمك مي

در اين  .ادامه يا خاتمه بارداري را دريابيم تعيين كننده در
هاي  مطالعه با تكنيك فلوسايتومتري درصد و تعداد سلول

+CD16+/CD56 هاي  خون محيطي و سلولCD69+  و
بين دو گروه حاملگي  CD56+/CD69+هاي  همچنين سلول

طبيعي و سقط مكرر خودبخودي مورد مقايسه و بررسي قرار 
در موارد  CD16+/CD56+brightهاي  تعداد سلول. گرفتند

داري بالاتر از تعداد آنها در  سقط مكرر خودبخودي به طور معني
اين در گزارشات قبل نيز البته هاي طبيعي است كه  حاملگي
با توجه به اينكه بر اساس . )14(دست آمده استه نتيجه ب

رحمي مشتق  NK هاي سلولقسمت اعظم ) 15(مطالعات قبل
باشند بنابراين  مي CD16+/56+brigth هاي سلولشده از 
 هاي سلولبا افزايش CD16+/56+brigth  هاي سلولافزايش 

NK هاي سلولباشد و اگر چه  رحمي همراه مي uNK  از نظر
خون محيطي متفاوت  NK هاي سلولفنوتيپي و عملكردي با 

محيطي نيز  NK هاي سلول اين علت كه اما به) 16(باشند مي
 آنجايي از وباشند  ها در حال گردش مي ستدر نزديكي تروفوبلا

 و يا حتي عدم بيان داراي بيان بسيار كمتر ها اين سلولكه 
رحمي  NK هاي سلولهاي مهار كننده نسبت به  گيرنده

ها باعث افزايش  افزايش در تعداد اين سلول ،باشند مي
در سقط . شود ها مي سايتوتوكسيسيتي بر روي تروفوبلاست

خون  NKهاي  افزايش در تعداد سلولمكرر خودبخودي 
هاي  محيطي ممكن است با افزايش تعداد سلول

CD16+/CD56+dim  در اندومتريال ارتباط داشته باشد كه
سايتوتوكسيتي  CD16+CD56+dimهاي  افزايش سلول

در مطالعه حاضر  ).14(ها دارد بيشتري بر روي تروفوبلاست
ان با سابقه سقط در زن  +CD16+/CD56 يها سلول مطلق تعداد

هاي  تعداد سلول .باشد مكرر نسبت به گروه كنترل بالاتر مي
NK كار گرفته ه با توجه به اختلافات تغييرپذير مانند دليل ب

تواند نوسان داشته باشد  مي) 18،17(شدن آنها و زمان حاملگي
در دوره حاملگي و يا  NKهاي  كه البته افزايش تعداد سلول

ان با سابقه سقط مكرر يك اخطار نگران اوايل حاملگي در زن
كه ) 21(اگر چه در مطالعه ).20،19(آيدكننده به حساب مي
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تعداد  و همكارانش انجام شد مشخص شد كه Hillتوسط 
تي آنها ارتباط نداشته سيبا سطح سايتوتوكسي NKهاي  سلول
 ،يد و اثبات دارنديمجموع مطالعات نياز به تا به هر حال .است

زنان داراي سقط  NKهاي  تغييرات فنوتيپي در سلولبه علاوه 
مكرر ممكن است در افزايش فعاليت آنها نقش داشته 

مكانيسم اين تغييرات كه در افراد با سابقه سقط  ،)22(باشد
  .افتد هنوز ناشناخته استمكرر خودبخودي اتفاق مي

CD69  يك گليكوپروتئين داخل غشايي است كه روي بيشتر
 CD69ژن . )23(شودميساز بيان شده خون هاي فعال سلول

به همراه كمپلكس  12انساني روي بازوي كوچك كروموزوم 
شروع فعاليت  CD69نقش . )24(قرار گرفته است NKژني 

در حال استراحت نيز  NKهاي  از سلول% 5سلولي است كه در 
تحريك شده  NKشود و همچنين بر روي سلولهاي رديابي مي

اين . )25(شوديافت مي anti CD16و  IL-2 ،IFN-αتوسط 
مانند تكثير و  NKهاي  پروتئين باعث تنظيم عملكرد سلول

  .)26(شودمي TNFαتوليد 
محيطي از نظر تعداد و  NKهاي  در حاملگي طبيعي سلول

كنند اين تغييرات محيطي و موضعي  فعاليت كاهش پيدا مي
 NKهاي  تواند نتيجه عمل پروژسترون بر روي سلولمي

دست آمده در ه طبق نتايج ب .)27(باشدمحيطي و رحمي 
با افزايش فعاليت و  CD69افزايش بيان  14مطالعه 

  . باشدمرتبط مي NKهاي  سايتوتوكسيتي سلول
بر روي  CD69كه ماركر  +CD56هاي  در اين مطالعه سلول

آنها بيان شده است با استفاده از تكنيك فلوسايتومتري بررسي 
 مطلق تعداد و ماران با سابقه سقط مكرر درصدشدند كه در بي

داري نسبت به گروه به طور معني  +CD56+/CD69سلولهاي 
دست ه يجه در مطالعات قبل نيز بنتكه اين . كنترل بالاتر بود

همچنين گزارشاتي در مورد افزايش تعداد  .)14(آمده است
سابقه سقط  در جفت زنان با +NK CD56+/CD69هاي  سلول

  .)28(هاي نرمال نيز وجود دارد ر مقايسه با حاملگيمكرر د
اي كه سعي در اثبات افزايش فعاليت از چندين مطالعه

به عنوان  NKهاي  يا بالا بودن تعداد سلول NKهاي  سلول
بررسي  اكثر آنهادر اند عاملي براي ايجاد سقط مكرر داشته

هاي متعدد سقط  بر روي بيماراني با عامل NKهاي  سلول
كه در اين مطالعه عوامل متعدد  رت گرفته است در حاليصو

سقط از جمله عوامل ژنتيكي، هورموني از جمعيت مورد بررسي 
فعاليت دار  معنيافزايش  )20(همكارانشو  Aoki. اندخارج شده

زن با سابقه سقط مكرر ناشناخته در  68را در  NKهاي  سلول
زنان با سابقه در بين . دست آوردنده بكنترل  47مقايسه با 

 5/3باعث ريسك  NKهاي  مكرر افزايش فعاليت سلولسقط 
همچنين در يك بررسي متوجه . شودبرابري حاملگي بعدي مي

كه پيك آن در  NKهاي  تي سلولسيافزايش در سيتوتوكسي
هاي  حاملگي بود و همچنين افزايش درصد سلول 8هفته 

CD16+/CD56+ 29(ددر زنان با سقط مكرر خودبخودي شدن(، 
در  CD16+/CD56+هاي  كه در مطالعه حاضر نيز درصد سلول

نشان زنان با سابقه سقط مكرر نسبت به گروه كنترل افزايش 
و همكارانش انجام  Souzaدر يك مطالعه كه توسط . داد
خون محيطي را در زنان  NKكاهش فعاليت سلولهاي ) 30(شد

كنترل گزارش  با سابقه سقط مكرر ناشناخته در مقايسه با گروه
تواند ناشي از تفاوت در كه اختلافات مشاهده شده مي ،كردند

باشد كه يا به صورت تازه  PBMCهاي  نحوه استفاده از سلول
و يا در بعضي از  )در مطالعه حاضر(گيرندمورد بررسي قرار مي
سلولهاي نگهداري شده () (Cryopreservedمطالعات به صورت

  ). 29(شوندبررسي مي )در حالت انجماد
اي مكرر با دليل ناشناخته ه به طور خلاصه برخي از سقط

. در خون محيطي باشد NKهاي  تواند ناشي از افزايش سلولمي
هاي موضعي فعال  ها توسط سيتوكاين ممكن است اين سلول

هاي تروفوبلاست جفت حمله كنند، در نتيجه  شده و به سلول
البته هنوز به . در فرآيند سقط نقش اساسي داشته باشند
در زنان  NKهاي  جزئيات بيشتري در مورد نحوه عملكرد سلول

خودبخودي در سه ماهه اول بارداري نياز مكرر مبتلا به سقط 
گر در فرآيند حفظ بارداري و هاي مداخله داريم تا مكانيسم

هاي موثري براي  ت آن روشن شود و در نهايت روشسشك
  . درمان در نظر گرفته شود

  گزاري سپاس
   دانند از معاونت محترم پژوهشي نويسندگان اين مقاله لازم مي
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دانشگاه علوم پزشكي مشهد براي تامين بودجه اين تحقيق 
قدرداني نموده همچنين از پرسنل محترم مركز تحقيقات 

ه البنين ب ناباروري منتصريه و پرسنل محترم درمانگاه ام

در ري پيله وري جهت همكااقدس  خصوص سركار خانم
و همكاران محترم بخش زيست شناسي  ها آوري نمونه جمع

  .تشكر نمايند دانشكده علوم دانشگاه آزاد اسلامي واحد مشهد
  
  
 :منابع

1- Orgad S, Hoewenthal R, Gazit E, Sadetzki S, Novikov I, Carp H. The prognostic value of anti-paternal 

antibodies and leukocyte immunizations on the proportion of live birth in couples with consecutive recurrent miss 

carriages. Hum Reprod 1999; 14(12): 2974-79. 

2- Clifford K, Rai R, Regan L. Future pregnancy outcomes in unexplained recurrent first trimester miscarriage. 

Hum Reprod 1997; 12(5): 387-89. 

3- Aplin J. Maternal influences on placental development. Semin Cell Biol 2000; 11(3): 115-25. 

4- Li TC, MaKris M, Tomsu M, Tuclcerman EM, Laird M. Recurrent miscarriage, etiology, management and 

prognosis. Hum Reprod Update 2002; 8(1): 463-81. 

5- Laird SM, TucKerman EM, Cork BA, Linjawi S, Blakemore AIF, Lit C. A review of immune cell and 

molecular in women with recurrent miscarriage. Hum Reprod Update 2003; 9(1): 163-74. 

6- Gendron RL, Baines MG. infiltrating decidual natural killer cells are associated with spontaneous abortion in 

mice. Cell Immunol 1988; 113(4):261-67. 
7- Arck PC, Hildebrandt HM, Klapp BF, HerTwig K. Pregnancy as a model of controlled invasion might be 

attributed to the ratio of CD3/CD8 to CD56. Am J Reprod Immunol 2000; 44(1): 1-8. 

8- Bulmer JN, Morrison L, Longfellow M, Riston A, Pace D. Granulated lymphocytes in human endometrium: 

histochemical and immunohistochemical studies. Hum Reprod 1991; 6(6): 791-8.   

9- Klentzeris LD, Bulmer JN, Warren A, Morrison L, Li TC, Cooke ID. Endometrial lymphoid tissue in the timed 

endometrial biopsy: morphometric and immunohistochemical aspects. Am J Obs Gyn 1992; 167(11): 667-74. 

10- Nagler A, Lanier LL, Cwirla S, Phillips JH. Comparative studies of human FCRIII-positive and negative 

natural killer cells. J Immunol 1989; 43(9): 3183-9. 

11- Roitt I, Brostoff J, Male D. Immunology. 4 th ed. London: Mosby; 1996.p.18-22. 

12- Ferry BL, Starkey PM, Sargent IL. Cell populations in the human early pregnancy decidua: natural killer activity 

and response to interleukin-2 of CD56-positive large granular lymphocytes. Immunol 1990; 70(12): 446-52. 

13- Chrysoula D, Linda C. Natural killer cells in pregnancy and recurrent pregnancy loss: endocrine and 

immunologic perspectives. Endocrine Reviews 2005; 26(1): 44-62. 

14- Ryan KJ, Berkowitz RS, Barbieri RL. Kistners Gynecology & Women Health. 7 th ed. London: Mosby. 

1999.p. 396-416. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

14
 ]

 

                             8 / 10

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-1569-fa.html


  
  321                                           همكاران واكرم شيخ  

 1390دوره نوزدهم، شماره سوم، مرداد و شهريور           درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

15- Beer AE, Kwak-Kim J. Immunology of normal pregnancy. Immunol Allerg Clin North Am 1998; 18(14): 

249-70. 

16- -Koop man LA, Kopcow HD, Rybalov B, Boyson JE, Orange JS, Schatz F, et al. Human decidual natural 

killer cells are a unique NK cell subset with immunomodulatory potential. J Exp Med 2003; 198: 1201-12. 

17- Gilman-Sachs A, DuChateau BK, Aslakson CJ, Wohlgemuth GP, Kwak JY, Beer AE, et al. Natural 

killer (NK) cell subsets and NK cell cytotoxicity in women with histories of recurrent spontaneous abortions. Am 

J Reprod Immunol 1999; 41(9):99-105. 

18- Nielsen HB, Secher NH, Christensen NJ, Pedersen BK. Lymphocytes and NK cell activity during repeated 

bouts of maximal exercise. Am J Physiol 1996; 271: R222–27. 

19- Terao K, Suzuki J, Ohkura S. Circadian rhythm in circulating CD16-positive natural killer(NK) cells in 

macaque monkeys, implication of plasma cortisol levels. Primates 2002; 43(10):329-38. 

20- Aoki K, Kajiura S, Matsumoto Y, Ogasawara M, Okada S, Yagami Y, et al. Preconceptional natural-

killer-cell activity as apredictor of miscarriage. Lancet 1995; 345(6):1340-42. 

21- Hill JA, Polgar K, Anderson DJ. T-helper 1-type immunity to trophoblast inwomenwith recurrent 

spontaneous abortion. JAMA 1995; 273(14):1933-36. 

22- Ntrivalas EI, Kwak-KimJY, Gilman-Sachs A, Chung-Bang H, NgSC, Beaman KD, et al. Status of 

peripheral blood natural killer cells in women with recurrent spontaneous abortions and infertility of unknown 

aetiology. Hum Reprod 2001; 16(5):855-61. 

23- Testi R, Ambrosio D, Maria RD, Santoni A. The CD69 receptor : a multipurpose cell-surface trigger for 

hematopoietic cells. Immunol 1994; 15(10); 479-83. 
24- Lopez C, Santis AG, Fernandez-Ruiz E, Blacher R, Esch F, Sanchez- Mateos P. Molecular cloning, expression, 

and chromosomal localization of the human earliest lymphocyte activation antigen AIM/CD69, a new member of the C-

type animal lectin superfamily of signal-transmitting receptors. J Exp Med 1993; 178(7): 537-74. 

25- Borrego F, Pena J, Solana R. Regulation of CD69 expression on human natural killer cells: differential 

involvement of protein kinase C and protein tyrosin e kinase. Ear J Immunol 1993; 23(6):1039-43. 

26- Borrego F, Robertson MJ, Ritz J, Pena J, Solana R. Cd69 is a stimulatory receptor for natural killer cell and 

its cytotoxic effect is blocked by CD94 inhibitory receptor. Immunology1999; 97(1):159-65. 

27- Kodama T, Hara T, Okamoto E, Kusunoki Y, Ohama K. Characteristic changes of large granular 

lymphocytes that strongly express CD56 in endometrium during the menstrual cycle and early pregnancy. Hum 

Reprod 1998; 13(15):1036-43. 

28- Vassiliadou N, Bulmer JN. Immunohistochemical evidence for increased numbers of classic CD57+ natural killer 

cells in the endometrium of women suffering spontaneous early pregnancy loss. Hum Reprod 1996; 11(7): 101-6. 

29- Saito S. Cytokine network at the feto-maternal interface. J Reprod Immunol 2000; 47: 87-103. 

30- Souza SS, Ferriani RA, Santos CM, Voltarelli JC. Immunological evaluation of patients with recurrent 

abortion. J Reprod Immunol 2002; 56(3): 111-21. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 js

su
.s

su
.a

c.
ir

 o
n 

20
26

-0
6-

14
 ]

 

                             9 / 10

https://jssu.ssu.ac.ir/article-1-1569-fa.html


  
  ...هاي كشنده طبيعي  درصد و تعداد مطلق سلول  322

 1390دوره نوزدهم، شماره سوم، مرداد و شهريور           درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

Percentage and Absolute Count of Peripheral Blood Natural Killer Cells 
in Cases of Recurrent Spontaneous Abortion 

 
Sheikh A(MSc)1, Bahar Ara J(PhD)2, Mousavifar N(MD)3, Mozayani R(MSc)4, Rastin M(PhD)5,  

Tabasi N(MSc)6, Hosseini pour Z(DDS)7, Lotfi N(MSc)8, Mahmoudi M(PhD)*9 
 
1,2,4Developmental Biology, Azad University of Mashhad, Biology Section, Mashhad, Iran 
3Department of Gynecology, Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran  
5,8,9Department of Immunology, Bu-Ali Research Center, Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran 
6Department of Animal physiology, Bu-Ali research center, Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran 

7Department of Dentist, Bu-Ali research Center, Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran 
 

Received:  18 May 2010       Accepted:  23 Dec 2010     

Abstract 
Introduction: Immunological processes are most important in recurrent spontaneous abortion(RSA). 

According to studies T lymphocytes and natural killer cells(NK cells) are two effective cell groups in RSA. 
The aim of this study was to investigate the percentage and absolute number of natural killer(NK) cells in 
women with RSA with unknown etiology. 

Methods: 24 Women with a history of recurrent pregnancy losses with unknown etiology. We compared 
the percentage of peripheral blood NK cells with a group of fertile patients. Lymphocytes from peripheral 
blood were isolated by ficoll paque density centrifugation. Lymphocytes were stained using anti CD56 
and(FITC)-anti CD16 and CYQ-CD3 monoclonal antibodies for identification of NK cells and was used anti 
CD56 and(FITC)-anti CD69 for detection of activated NK cells. We used BD FACS calibure flow cytometry 
for data analysis. 

Results: On the basis of the obtained results, absolute number of CD16+56+ cells showed significant 
increases in Recurrent spontaneous abortion(RSA) in comparison with control group(P= 0.43). Also absolute 
number of CD16+56bright cells had significant increase in RSA(P=0.00). There was no significant 
difference(P= 0.08) of CD16+56dim cells between RSA and control group. In RSA, the absolute number of 
CD69+cells significantly increased(P=0.02). Also, results showed significant increase in the absolute number 
of CD56+/CD69+ cells in RSA(P=0.04).   

Conclusion: The results suggested that the higher percentage of NK cells in peripheral blood of RSA patients 
compared to control group may indicate the same increase in number and cytotoxicity of uterin NK cells.  

 

Keywords: Killer Cells, Natural; Flow Cytometry; Abortion, Habitual/immunology; Immunologic Factors 
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